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Las bacteriocinas son geneuicamente agentes antibaaerianos de naturaleza proteica
producidos por bacterias. Su espectro de acción está limitado a estirpes cercanas
fllogenétic.amncnte a la productora. Las células bacse,iocinogénicas sinterizan una pmteina
de inmunidad que neenraliza especificzmctne la acción bacteriolítica de la bacteriocina
producida (Koniskv, 1982).
Las colicinas son bacteriocinas de 30.000 a 80.000 Da, producidas concretamente por
Eseherichia cotí y por otros miembros de la familia Ertte,obacteflaeew. Su pmdticción es
inductda, via respuesta SOS, por los agentes que dañan el DNA, y su liberación al medio
implica la lisis ; muerte de la célula producron (Konisk~, 1982).
Las microcinas constituyen una familia de antibióticos peptídicos producidos por
diferentes enterobacterias. activos sobre diferentes generos y especies de la familia
Enrerobacreríacea’. Estos nuevos antibióticos presentan difereocias fundamentales con las
bacieriocinas previamente descritas, entre las que destacan las siguientes:
Las microctnas son compuestos de bajo peso molecular (500 — 5.000 Da> cuya síntesis
no es inducida via SOS por agentes que dañan el DNA. De hecho, las nuicrocinas. como
otros antibióticos, son productdas cuando las células alcanzan la fase estacionaria de
Crecantento.
La secreción de estos antibióticos no implica la lisis de la célula productora, y por lo
tanto reo es letal pasa dicha célula.
Por último. las microcinas pueden set bactericidas o bacteriostáticas, a difeesucia de
las bacteriocinas que son todas bactericidas <Asensio a aL, 1976; Baqucro y Moreno,
1984).
3Las microcinas caracterizadas hasta ahora están determinadas por plásmidos que
contienen la información genética necesaria para la producción y la inmunidad a la
correspondiente rnicrocina (Baquero erad., 1978; Pérez—Diaz y Clowes. 1980; Baquero y
Moreno, 1984; San Millé,, ci al., 1985(a); Novoa el al., 1986).
1.1. MICROCINA B17.
Las microcinas han sido clasificadas en cinco gtupos diferentes, denominados A. fi,
D y E, atendiendo a criterios bioquímicos, genéticos y de inmunidad cruzada (Baquero y
Moreno, 1984). Recientemente ha sido encontrada otra tnicrocina que define un nuevo
pipo, la rnicrocina H47 (Lavifta ci al., 1990).
Dentro de la familia de las nzicrocinas la mejor caracterizada es la microcina 817
(MccB 17) que constituye el prototipo de las microcinas del grupo E.
1.1.1. El sistema genétleo MeeBI7 y su rqulación.
La MccBl7 es producida por estirpes de E.coli portadoras del plásmido conjugativo
pMccBIl de 70 kb. ate plásmnido penenece al grupo de incompatibilidad FIl y está
presente en 1 — 2 copias por genomna bacteriano (Baquero el al.. 1978).
Las determsnantes genéticos implicados cts la producción y en la inmunidad a la
naicrocina han sido localizados en un fragmento BanzH] — BglII de 6.3 kb del plésmido
pMccBhl (Figura lA). Por estudios de complementación genética se ha demostrado que
4cuatro genes. denominados mchABCD. son necesarios para la producción del antibiótico
(San Millin eral.. 1985(b); Garrido eral., 1986). Estos genes han sido secuenciados y sus
productos identificados en minicélulas (péptido NIebA> ~en maxicélulas (proteínas McbB,
MebC y McbD) (Davagoino re al. 1986; Gen,llo’.td ej al., 1989). mcbA es el gen
estructura] del precursor de la microcina. Los tres genes restantes nacbBCD son esenciales
para la producción del antibiótico maduro. Aunque sc posnila la posible intervención de
estos genes en el procesamiento de la molécula de premicrocina, se desconoce su función
co,, cre ta.
La región de inmunidad a miceocina 817, adyacente a la de producción, esta constituida
por eres genes, denominados ,ncbEFG (San Millán eral.. 1985(a); Garrido a al., 1988>.
Estos genes han sido secuenciados y las proteínas McbF y MdtG identificadas en
maxicniulas (Garrido a al.. I9gg).
La inmunidad a MccBl7 se establece por dos mecanismos diferentes, uno determinado
por los productos de los genes mcbEF, ~ el otro por el producto del gen mcbfl.
Las proteínas NIchE ~ McbF podrían formar parte de un sistema de transpone especifico
de la microcina 817. El perfil hidropático derivado de la secuencia de MetE sugiere que
ésta es una proteína inte~aJ dc membrana interna con 6 posibles dominios
eransmenibranales. Por otra pare. la proteina McbF puede tener una actividad ATPasa,
puesto que presenta una secuencia similar a la consenstiada para los sitios de unión de
ATE (Ganido ej al., 1988). Ambas proteínas se requieren para la exportación del
antibiótico endogéno. Por estas razones, se ha postulado que MetE ~‘ MetE constituyen
una bomba que exporsa la MccEhl del citoplasma.
La proteína citoplásmica .McbG confiere por si sola inmunidad al antibiótico MccBl7.
Cuantitativamente su acción es equivalente a la conferida por la pareja MetE — McbF. El
5FIGURA 1.
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mecanísn,o por el cual McbG neurraliza la acción del antibiótico, pennanece aún
desconocido. Se ha postulado que McbG proteze el blanco intracelular de la rnicroc’na
317 (Garrido ej al., 1988).
La transcripción de los genes mcb está dirigida por dos promotores, P,~. y 1’. (Figura
lA). P, situado delante de gen ,nebA. es el promotor principal del sistema genético
MecED a partir del cual sc transcriben ‘nebA.BC, y aproximadamente el 90% de los
mensajeros del gen mcbfl. Este promotor está regulado por la fase de crecimiento, de
forma que la producción de MccEí7 es máxima cuando las células productoras alcanzan
la fase estacionaria. Además. P,,~ es dependiente del producto cromosúmico OmpR. un
retajíador positivo de la transcripción (Hcr,,andez—Clíico eral.. 1986; Connell ej al.. 1987.
Genilloud ej al.. 1989). El promotor 1%, localizado dentro del gen mebC, no está regulado
por la fase de crecimiento. Este promotor dirige la transcripción constitutiva de ntchD
(Genilloud er al., 1989). Los genes mcbEFC~ implicados en la inmunidad a MccBll,
probablemente se transcriben tambtén a parir de los promotores P ~ P., no obstante la
inmunidad se expresa constitutivamente con independencia de la fase de crecimiento celular
(Hernández—Chico eral.. 1986).
¡.1.2. El plásmido pMM1O2
Ea el proceso de donado de los genes ,ncb en un vector multicopia. se obtuvo el
plásrnido. denominado pMMIO2. denvado de pBR32 que porsa un fragmento BamHl —
EwRl de 5.2 kb (San Millán ej al.. i985(aW Este contiene los genes nacbA.BCDEF, pero
carece del cen de inmunídad mc/sG. La ausencia de ene/sG en el plásmído pMM1O2 provoca
7un desequilibrio entre la producción de MccBlY la inmunidad al antibiótico lo que
desencadena, en las células portadoras del plásmido. una serie de fenómenos fisiológicos
que en conjunto conforman lo que se ha denominado fenotipo de inrnursodeflciencia. Estos
fenómenos consisten en la reducción de la viabilidad de las células productoras, elevada
expresión del sistema SOS de reparación del DNA, pérdida del plásanido productor de
MccBl7 y flíarnentación celular. Este fenotipo se manifiesta de forma extrema en células
RecA(pMM102) crecidas en medio minino, ya que éstas son incapaces de formar colonias
en dicho medio (San MillAn e: al.. 1985(a)). Esta caractetistica fenotíptca peculiar del
plásmido pMM1O2 ha sido aprovechada en este trabajo para la selección de mutantes
resistentes a MccBhl. Además, ha permitido donar e identificar un nuevo locus,
denominado mpr,4. situado en el minuto 57,5. muy próximo a proU. Este locus, donado
cts un plásmido inulticopia, bloques la producción de MccBll y, en consecuencia, suprime
el fenotipo de inmunodeficiencia provocado por pMM1O2 (Castillo eral., 1990).
1.1.3. Estn¡ctura de la Mkrocinz Bu.
La rnicrocina 817 (MccBl7) es un péptido de aproximadamente 3.200 Da de naturaleza
hidrofóbíca, tcr,norresísteníe. no susceptible a valores extremos de pH y cargado
positivamente a pH 7. Este péptido es sensible a la acción de la termolisina, pronasa y
subtilisina Y resistente a tnpstna Y quinlottipsina (Herrero. 1984).
La actividad antibiórica MccBtl, en cultivos liquidas de estirpes productoras, está
asociada pnncipalmente a las células y es máxima cuando el cultivo alcanza la fase
estacionaria de crecimiento. La microcina 817 se ha extraido por ebullición de las células
8productoras en ácido acético 100 mM. Con estas preparaciones se ha purificado a
homogeneidad en un único paso por cromatografia de HPLC. a través de una columna de
CiS (Davagnino e: al., 1986).
La molécula de microcina BU está constituida por 43 aminoácidos, 26 de los cuales
son glicinas (Figura IB). Este anribiórico se síntetiza en forma de un precursor de 69
aminoácidos. los 26 primeros residuos del extremo N—terminal no están presentes en la
molécula de microcina 817 madura. Este pépeido N—terminal procesado no presenta las
propiedades características de una secuencia señal, por lo que la n~icrocina debe ser
exportada por un mecanismo diferente al que usan la mayoría de las proteínas excretadas
en Ecoil. La molécula carece de los residuos aromáticos rirosina. fenilalanina si ttiptófano,
y de los básicos lisina y arginina. lo que explica que sea resistente a las proleasas
quimottipsina ~ tripsina (Davaenino ej al.. 1986).
1.1.4. Modo de acción de la MccBhl.
La microcina B17 acttla sobre las células sensibles. inhibiendo la replic.ación del DNA
de forma inmediata e ineversible. Como consecuencia directa de dicha inhibición se induce
el sistema SOS de reparación celular. sceuido de la decradaciórs del DNA y finalmenre ¡a
muerte celular (Herrero y Moreno, 1986).
La microcina 817 requiere. para la inducción del sistema SOS, los productos RecA y
RecBC. Además, este antibiótico precisa una horquilla dc replicación activa para inducir
cl sistema SOS. En efecto, sc ha comprobado en mutanres dna.4«s), incapaces de iniciar
nuevos ciclos de replicación a 42’C. pero que pueden completar los ciclos iniciados
9previamente, que la inducción del sistema SOS mediada por microcina B17 se reduce de
forma considerable, cuando las células son transferidas a 4?C, y es totalmente abolid.
cuando las células se preincuban a esta temperattara antes del tratamiento con el antibiótico
(Hetrero y Moreno, 1986).
El conjunto de los resultados anteriores sugiere que la microcina B17 se asemeja, en
su modo de acción, más a los inhibidores de la replicación del DNA que actijan bloqueado
la fase de elongación, tales como el ácido nalidixico (Drlica y Franco, 1988), que a los que
afectan directamente a la estructtara del DNA. tales como la mitomicina C, la Neomicina
o la luz ultravioleta. No obstante, hay una diferencia importante entre la microcina BU y
cl ácido nalidixico. El efecto de la microcina Bu sobre células sensibles es esencialmente
irreversible. Sin embargo, los efectos del ácido nalidixico se revienen si el antibiótico se
elimina del media lavando células tratadas durante 5 minutos con 10 jag/ml, una
concentración inhibitoria del crecimiento (Herrero y Moreno, t98~.
Las células inmunes a microcina Bu tratadas con el antibiótico presentan muchos de
los efectos fisiológicos encontrados en células sensibles, es decir la inicrocina B17 provoca
también, en esas células, una inhibición casi taniediata de la replicación del DNA y una
inducción del sistema SOS. Estos efectos que conducen de manera irreversible a la muerte
de las células sensibles, son revenidos en las inmunes de modo que no afectan en último
termino a la viabilidad celular. Por lo tamo los mecanismos de inmunidad a microcina Bu?
no prev¡enen de la acción primaria del annbtótaco. pero evitan los efectos fisiológicos
secundanos derivados de la acción de la microcina BU que conducen a la muerte celular
(Herrero e cl., 1986).
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1.1.5. Mutantes resistentes y toicrantes a MccBl7.
Con el fin de elucidar los mecanismos moleculares involucrados en el modo de acción
de la MecBl7, se han aislado y caracterizado mutantes resistentes y tolerantes a la acción
del antibiótico. El estudio de estos musanres ha llevado a la identificación de alguna de
las etapas implicadas en la acción de la microcina BIT
Mutaciones espontáneas que reducen la sensibilidad a MccBl7, aparecen con una
frecuencia de lOt Los lcd afectados por estas mutaciones son: sbmA, ompF y ompR.
situados en los minutos 9, 21 y 75 del mapa genético de Ecolí. respectivantente.
El locus sbm.4 codifica una proteína de 406 aminoácidos con al menos 7 dominios
hidrofóbicos que está asociada a la membrana interna de la célula (O. Mayo, comunicación
personal).
El gen orltpR (minuto 47). corno es sabido. codifica un regulador positivo de la
transcripcton de los genes ompF ompC. os genes estructurales de las porinas
mayoritarias de la membrana enema OmpF ‘ OmpC. respectivamente (Hall y Silhavv,
1981).
Los murantes sbmA son resistentes a la microdina Bu exógena pero no a la microcina
endónena. la que sintetizan ellos mismos cuando portan un plésnildo productor, de hecho.
en medio roinimo glucosa. las estirpes mutarites sbm.4 RecÑ (pMMIO2) son inviables
como las isoeérsicas sbna.4. Los mutoates ompR ‘, ompF toleran concentraciones
moderadas de MecRí? exógena (La’ifla e, aL. 1986). El analisis de los fenotipos microcina
asocrados a estos mutantes sugiere fuertemente que los productos de =b,nAy onrpF están
implicados en cl transporte de la microcina 817 externa al interior celular, mientras que la
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tolerancia a .MccBl7 exhibida por los murarnes ompk es una consecuencia indizecta de su
fenotipo OmpP.
Considerando que la MccBl7 es un inhibidor de la replicación del DNA, resulta
especialmente interesante el estadio de mutantes afectados en La diana innacelular del
antibiótico. Con el fin de poder identaficar nuevos mutastes resistentes y lolerasres a
naicrocina 517, hemos aplicado dos métodos difettntes dc aislamiento de nautautes. Estos
métodos se diseñaron para obviar los mutantes de transporte sba4, onapF y ompR.
previamente descritos que aparecen con una frecuencia relativamente elevada. Uno de
estos métodos se basa en las propiedades peculiares del plásroido pMM1O2; y el otro en
laexclusión a priori de los posibles manantessbmA. Ambos procedimientos seras descritos
fundamentados más adelante.
Una parte fundamental del trabajo que aquí se presenta, está constituida por la
caracterización genética y fisiolósica de dos mutanaes independientes, resistentes a
oticrocina endógena y exógena, obtenidos por estos procedimientos.
a) DNA TOPOISOMERASAS E INHIBIDORES ESPECíFICOS.
ti. DNA TOPOISOMERARAS.
Las DNA Topoisomerasas son las enzimas que catalizan la interconversién de los
diferentes isómeros topolúsicos del DNA. Las reacciones que catalizan, incluyen la
formación de cstructtiras anudadas en DNA ctrcular de cadena sencilla, y la formación
resolución de estructuras anudadas y de moléculas engarzadas en DNA circular de doble
cadena, covalentemeote cerrado. De estas reacc:ooes. la resolución de moléculas engarzadas
puede tener insportancia bioióctca. pues. como es sabido, tales estructuras se generan en
algunos procesos de replicación y de recombinación genética. siendo necesaria la separación
de las moleculas de DNA para que secreguen.
Las DNA Topoisonsesasas ínretvícnen en procesos biológicos tan esenciales como la
replicación. la transcripción y la recnmbioación de moléculas de DNA, a través del control
que ejercen sobre el grado de superenrollaanienro del sustrato de DNA. Se clasifican
atendiendo a su rnecantsmo enzirnático en: tpo 1 x’ Tipo II.
Las primeras son aquellas Topoisonierasas que producen un corte transitorio en una
sola cadena del sustrato de DNA. a través dcl cual pasa un segmento de cadena sencilla
antes de cerrarse el ciclo de topoisomerización con el resellado del corte generado.
Las Topoisosnerasas Tipo II producen un corte transitorio en las des cadenas
cornolernentatias del sustrato de DNA, a traes del cual pasa un seatnento de DNA de
doble cadena durante el ciclo de topnisomerización del sustnto.
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Una consecuencia directa del mecanismo de reacción seguido por las topoisomerasas
tipo 1 y tipo II es que las primeras modifican el valor del número topológico a en una
unidad entera por cada ciclo de topoisotnerización, mientras que las segundas lo hacen con
cambios de dos unidades. El número a, denominado también L (del inglés “Linking
jumber’), representa el número de veces que las dos cadenas de la doble hélice de DNA
se entrecruzan una con respecto a la otra en una molécula de DNA circular, covalentemente
cerrada. El valor del número o es constante para cada topoisómero de una molécula de
DNA circular. covalentemente cerrada.(Gellert. 1981; Wang, 1985; Maxwell y Gellert.
1986)
11.1. DNA Topoisomer.sn caracterizadas en Ecoil.
Las DNA Topoisomerasas identificadas en E.coil son las siguientes: DNA
ropoisomerasa f <proteína oi), DNA Topoisotuerasa [Uy DNA girasa. también denominada
DNA Topoisomerasa II. Recientemente, se ha propuesto la existencia de una cuan.
topoisotrierasa en E.coli. a la que se ha denominado Topisomerasa IV.
Las dos primeras son enzimas pertenecientes al rpo 1 que relajan DNA superenrollado
Le doble cadena a través de un proceso que es independiente de la hidrólisis de ATE
(Wang, 1971: Otan e: al.. 1983). La DNA girasa. peflenecíente al Tipo U. es la única
opoisomerasa conocida que tntroduce vueltas superbelicoidales negativas en DNA de
doble cadena. covalentemente cenado y relajado, por un proceso que es dependiente de
la hidrólisis de ATT. En ausencia de ATT>, esta enzima relaja ¡st ritió DNA superenrollado
mediante un mecan,stno analoso que implica la ruptura transitoria de las dos cadenas de
DNA (Gellert ej ab. 1976<a)). La hipotética Topotsoznerasa IV es una actividad relajadora
de DNA superenrollado. que se manifiesta al combinar los productos de los genes pai’C y
parE (mm 65) de los que hablaremos más adelante (ICaro ej al., 1990).
U DNA Topoisomerasas tipo 1.
Las Topoisomerasas 1 si [II están codificadas por los genes ropA (miii 28) y topE (mm
.3S.7), respectivamente. De la secuencia nucicottdic.i de estos genes sc ha deducido que
ambas enzimas. consotuadas por una cadena poi~pepridica de 97.4 kDa y de 73.2 ltDa.
;espectivamenre. presentan una alta homología ca su secuencia de aminoácidos,
prnicipainiente en la zona central de ambas proteínas <Tse—Dinh y Wang, 1986; DiGate
‘Marinas. 1989).
El mecanismo de la reacción catalizada ocr la topoisorocrasa 1 implica la ruptura de una
de las cadenas del sustrmto de DNA y la formación de un complejo covalente entre la
proteína y el DNA. en donde un residuo de tirosina de la enzima está unido por un enlace
éster al cupo 5—fosfato de la cadena abierta de DNA.
El análisis cenético de mutantes afectados en el gen ropA, ha revelado aspectos
importantes relativos al control que ejerce la actividad DNA topoisomerasa 1 sobre el
grado de supcrenrollamiento del DNA en el interior de la célula. Los mutantes ropA
estudiados son de dos tipos. Mutanres puntuales que presentan una reducción parcial de
la actividad DNA topoisomerasa 1 ~ que se caracterizan por tener incrementado el nivel
de superenrollazniento intracelular, y murantes que carecen por completo de dicha actividad.
va sea por la deleción del gen. va sca por la moserción de un transposón que lo inadiva
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Estos niutanresTopl son viables porque adquieren rápidamente mutaciones que compensan
la ausencia de dicha actividad ropoisomerasa 1, reajustando así el gndo de
superenzollazniento del DNA a los niveles adecuados para la viabilidad celular. Estas
mutaciones compensatorias que constituyen una respuesta adaptativa de la célula a la
ausencia de la actividad DNA ropoisornerasa 1. afectan frecuentemente a los genes prA
~ arR que codifican a las dos subunidades de la DNA guasa y de los que hablaremos
posteriormente, y a otro locias denominado roe (mm 66), próximo a to¡C (DiNardo er al,
1982; Pruss ej al., 1982; Raji a al., 1985). Las mutaciones compensatorias localizadas en
gyrA y gyrfl provocan una disminución de la actividad DNA girasa responsable del
superenrollam,ento negativodel DNA, sin embargo las mutaciones en ¡oc, son consecuencia
de una amplificación génica de la región cromosómica comprendida entre los minutos 65
~ 66. Inicialniente, se postulé que el fenotipo asociado a las mutaciones toe era debido a
la amplificactón dcl locus altamente píciotrópico ¡oC (naln 66) (forman ej al., 1989).
Recientemente, se ha demostrado que las mutaciones compensatorias toe son debidas en
realidad a la amplificación de los genes parC y parE (mm 65), cuyos productos
constituirían la denominada topoisomerasa IV (KaW n aL, 1990).
lii DNA Topoisomerasas tipo U.
La DNA girasa está formada por dos subunidades, A y E de 97 kfla y 90 kDa
respectivaniente. que se integran en una holoenzima de estequiometria A~B1. Ambas
subunidades son necesarias para la reconstrtución in vitro de las reacciones de ruptura y
religación del sustrato de DNA y de hidrolisis de AlT que constituyen cada ciclo de
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ínpotsomerizacién catalizado por la DNA girasa (Higgins ej al.. 1978; Mizzuchi ej al.,
1978).
El aislamiento y caracterización genética de mutantes resistentes a quinolonas (ácido
oxolínico. ácido nalidíxico y compuestos relacionados) y a cumarinas (novobiocina y
cnumernsicina A1), dos familias de tnhibidores potentes de la replicación del DNA, ha
pcrinttido la identificación de los genes gyrA (osin 48) y orfi (mm 83). Estos genes
codifican respectivamente las subunidades A y 8 tIc la DNA girasa.
Inicialatente. se obtuvieron mutantes resistentes a quinolonas (ácido nalidixico) en el
gen gyrA r más recientemente se han obtenido también en urB (Cellen ej al., 1977:
Yansasishi ej al,, 1986). Las mutaciones Nx’ en gyr.4 se localizan en el extremo amino
terminal de la proteína, próximas al residuo Tvr~ que interviene en la fonnación de un
enlace covalente con el sustrato de DNA durante la reacción de topoisomerización (Voshida
u ti/.. 1988). las mutaciones ~yrB<Nx’)están sttuadas en la región central de la proteína
GyrB. Se ha postulado que esta región de la subunidad U cs la que inreracciona con GyrA
en la holoenzlina AB, (Yansagishi ej al., 1986).
Las mutaciones de resistencia a cumarinas han sido identificadas únicamente en el
ven orE (Cellen ej al., 1976(b): Rvan. 1976: Orr eral.. 1979). La naturaleza molecular
de estas mutaciones no ha sido descrita hasta ahora.
A partir de estudios bioquimicos de reconseirución ¡st vino de la actividad DNA girasa
se han caracterizado diferentes etapas del mecanismo de la reacción de topoisonsenzación.
La DNA zirasa forma inicialn,ente un complejo no covalente con el sustento de DNA. En
este complejo, ta enzima protege sectnentos de 120 150 ph de la degradación por
nucleasas (Liu y Wang, 1978~ Fisher eta).. 1981>.
1~•
El tratamiento del complejo no covalence DNA gimsa—DNA con ácido oxolínico,
seguido de la adición dc un agente desnannlizante de proteínas (SDS o álcali), congela
la ruptura de la doble cadena de DNA, catalizada por DNA girasa, lo que permite detectar
un complejo covalente gírasa—DNA, intermediario de la reacción de topoisonierización
(GelIert e: al., 1977; Sugino e: al,, ¡977). Ea este complejo covalente cada subunidad A
de la Saloenzima está unida a> DNA por un enlace <Y-fosfotirosina formado entre el
residuo T’rco deja proteína y el grupo 5’—? del DNA <Tse eta)., 1980; Horowitz y Wang,
1987). Como consecuencia de estos resultados, ~ h. postulado la formación de un
complejo de reacción ginsa— DNA, denominado complejo ‘cleavable’ o susceptible de
ruptura, que se estabilizaría por la acción de la quinolona y seria atrapado por el agente
desnaturalizance (Kreuzer y Alberss, 1984). En el complejo ‘cleavable’, la DNA girasa
estada unida covalentemente, a través de la subunidad A, al grupo 5’—? generado en la
ruptura del DNA y mantendria atrapado, por una interacción no covalente, el extremo
3-OH del DNA.
La ruptura del DNA mediada por DNA girasa se produce en sitios especificas de corte.
Entre éstos hay sitios preferentes en los cuales la ruptura se da con una frecuencia mayor
(Sugino ej al.. 1978). Estos sidos preferentes. localizados dentro del segmento de 120 —
150 ph protegido por la enzima, generan un patrón definido de cone. La presencia de AlT
modifica raneo el patrón como la frecuencia de corte de los sitios preferentes <Sugino e,
al,. 1978).
El superearollamiento negativo del DNA es un proceso cndergónico. desfavorecido
ermodinamícainente. U energía necesaria para este proceso se obtiene de la l,idz~lisis
acoplada de una molécula de ATT> a Al)? y P,. La DNA giran contiene tana actividad
.ATPasa inmnseca que está asociada a la subunidad 8 del boloenzima (Mizutactrí cf al.,
1$
1978; Sucíno et al., 1978). Esta subunidad puede hidrolizar ATE por si sola, aunque la
presencia simultánea de la subunidad A y de DNA relajado de doble cadena estimula
considerablemente dicha reacción de hidrólisis (Sugino y Conareili. 1980; Staudenbauer
y Oir, 1981; Maxwell y Cellen, 1984).
Estudios realizados con el análogo de ATT> no hidrolizable, ~.y—imidoATT>, indican que
la DNAginsa puede catalizar cierto grado de superenrollamienso negativo en el DNA. sin
la hidrólisis concomitante de un enlace rico en energía (Sugino ej al., 1978). Se ha
postulado que el ATE y su anáJogo fry—imido ATE son efectores alostéricos de un cambio
confontiacional de la grasa que constituye el inicio de un ciclo de topoisomerización. La
disociación del nucleórido, favorecida por la hidrdlisis del ATE, restituiría la conformación
inicial de la DNA grasa, necesaria para que la holoenzima pueda iniciar un nuevo ciclo de
copoisoznerización (Sugíno ej al., 1978).
Llegados a este punto es preciso hacer un inciso para refrrirnos a la ya mencionada
topoisotnerasa 1V La existencia de esta nueva topoisomerasa se ha postulado en base a
la siguiente observación, La combinación de extractos crudos de células sobreproductoras
de los po[ipéptidos ParC y ParE, codificados por los genes parC y parE (mm 65) esenciales
pan la partición del cromosoma de Ecolí, provoca la relajación de DNA superenrollado
(Kaio ej al., 1990). Por otro lado, la secuenciación de los genes parC y parE ha revelado
las siguientes caracteristicas de los polipéptidos sintetizados. La proteina ParC de 730
aminoacidos (75 kfla) tiene homologia con la subunidad GyrA de E.coli y de Badilas
subtilfs. En concreto, la mitad amino—terminal de estos polipéptidos presenta una alta
homología, siendo más remarcada en las prox;midades del residuo Tyr2. La ptnreina ParE
<70 kDa), constituida por 601 aminodcidos. presenta una alta homología en su secuencia
con las subunidades GvrB de E.col¡ y de Rsabrilis (Kato ej al., 1990). Por todo ello, las
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proteínas ParC y ParE constituitian las subunidades de una nueva topoisomerasa,
denominada topoisatnerasa IV, capaz de relajar un sustrato de DNA superenrollado.
£11) ¡ohíbidores de DNA giras.
Las quinolonas ~‘ cumarinas son des familias de antibióticos que inhiben la replicación
del DNA en ¿ccli, mediante el bloqueo de la actividad DNA gima.
Compuestos tales como el ácido oxolinico y el ácido nalidtxica actuan atrapando el
complejo de reacción giran—DNA cleavable. que se forma como intermediario de la
reacción de topoisomerización (Cellen ej al.. 1977; Sugino et aL, 1977). It. visto, las
quinolonas se unen a DNA, preferentemente a moléculas de cadena sencilla (Shen y Pexnet,
1985). No obstante, la presencia de la DNA girasa estiznula la unión del antibiótico a DNA
de doble cadena. Se ha postulado que la quinolona se fija, según una cinética de tipo
cooperativo, a sitios especificos que se generan can la formación del complejo guasa—DNA
(Shen eta)., 1989(a) y 1989(b)). La saturación de estos sitios especificas está estrechamente
contíacionada con la inhibición del superenrollamiento del sustraía y con la inducción de
la nipoara de la doble cadena de DNA (Shen ej al., 1989(a)). En base a estas observaciones
se ha propucsto un modelo para la interacción de estos antibióticos con el complejo DNA
girasa- DNA. según el cual la mpttira del susnuro de DNA de dable cadena, mediada por
DNA girasa. generaría el sitio dc unión de la quinclona. El antibiótico se uniría al segmento
de cadena sencilla expuesto en el siria activo de la enzima (Shen et al., 1989(c)).
Las ctarnauinas (novobiocina y coumermícina AL) son una familia de antibióticos que
inhiben la actividad ATPasa de la DNA gítasa. Su modo de acción consiste en la inhibición
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competitiva de la unión del ATT> a la subunidad E (Sucino ej al., 1978: Staudenbauer
(hl, 1981).
IV) Estudio de la proteína GyrB: relación estnzctura—fonción
La subunidad E de la DNA girasa es una proteína de 804 aminoácidos (90 kDa) que
posee una actividad ATEnga (Adachi ej al.. 1987; Mizs±uchiel al., 1978: Sugino y
Corzarelli, 1980). La caracterización biocuitnica de esta proteína, junto con la
caractenzación molecular de diferentes mutaciones localizadas en el gen gyrli, ha pertnitido
identificar ciertas regiones de la proteína que están implicadas muy probablemente en
alguna de las actividades enzitnaticas asociadas a la DNA girasa. Se han postulados dos
posibles dominios funcionales en GyrB <Gellert ej al., 1979; Brown e: al., 1979). Uno de
ellos se localizaría en la mitad carboxilo—terxninal de la proteína e intervendría en la unión
con la subunidad A (Machi ej al.. 1987). Los resultados experimentales que sugieren la
existencia de este dominio, proceden de la caracterización bioquímica de un péptido de 50
kfla derivado de la proteína GyrB <péptido y) que asociado a la proteína GyrA reconstituye
una actividad relajadora de DNA, denominada DNA Topoisomerasa U. La actividad
Topoisornerasa II se caracteriza porque es inhibida especificaznente por quinolonas ~
porque carece de actividad ATEasa. la secuencia del extremo amino—terminal del péptído
y coincide con la secuencia de la proteina CvrB a partir dcl aminoácido de la posición 394
hacía su extremo carboxilo; es decir, el péptido y estaria constituido aparentemente por los
410 aminoácidos de la mitad carboxtín—terininál de la proteína CyrB (Adachi ej al., 1987).
Además, la secuenciación de las mutaciones de resistencia a quinolonas caracterizadas en
‘1
fl’rB ha revelado que éstas están situadas dentro de la parte de GyrB que coeresponde al
péptido y (Yamagishi eral., 1986). Dadas las caracteristicas fenotipicas de esta mutaciones
y su localización dentro de GyrB. se ha propuesto que afectan al dominio de unión con la
proteína Gyrk
El otro dommio funcional de GyrB, constituiría el sitio de unión a ATE y estaría
localizado en la mitad amino terminal de la proteína, dentro de los 394 primeros
aminoácidos (Adachí ej al., 1987). La localización hipotética de este dominio ATE se ha
establecido al considerar; primero, las características de la actividad DNA Topoisomerasa
11 que. estando constituida por el péptido y. carece de actividad ATEasa4 y, segundo, en
base a la homología en la secuencia de anunoacidos de la región amino-crminal de
diferentes subunidades GyrB de procariotas yde DNA topoisomerasas fi de encadota, se
ha propuesto que esta reglón forma parte de un dominio estructural y/o fuecionel común
a estas enzimas (Wyckoff el aL, 1989>.
Recientemente se ha secuenciado una nueva mutación en ~rfi que fue aislada en un
contexto genético TopIl Esta mutación que compensa la falta de actividad topoisomerasa
1 de la estirpe portadora, provocando una disminución de 10 veces de la actividad DNA
giras., consiste en la inserción de una secuencia de seis nucledudos en la posición 1146
del gen, justo en un punto en donde aparece repetida dos veces la misma soesaeneza
oligonucleotidica en una orientación directa. Este hecho se traduce en la inserción del
dipéptído Ma — Aig en la posición 382 de la proteína CyrE (McEacbemn y Fisher, 1989).
La proteína mutante posee esa secuencia repetida tres veces de forma consecutiva, en la
redón que muy probablemente conecta los dos dominios funcionales propuestos en GyrB.
Esta mutación compensatoria podila provocar una distorsión de la disposición relativa de
dichos dominios en el espacio, lo que se traduciria en una alteración de la actividad DNA
gima <McEacheni y Fisher, 1989).
C) OBJETIVOS DEL TRABAJO REALIZADO.
El modo de acción de la mnicrocina B17 consiste en la inhibición de la replicación del
DNA en Ecoil. Basándonos en este resultado, postulamos que este antibiótico bloquearía
alguna de las proteínas implicadas en la replicación de DNA. Con el fin de definir el
blanco intracelular de la microcina B17, iniciamos el trabajo que aquí se presenta. El
objetivo inicial del mismo fue el aislamiento y la caracterización de mutantes afectados
en la diana intracelular de la microcina BI 7. Mutantes de esta clase se obtuvieron por dos
procedimientos independientes que serán descritos en detalle. La caracterización genética
y molecular de las mutaciones aisladas constituye la parte fundamental del trabajo
realizado.
Nuestros resultados, junto con los estudios desatrollados it. .‘km por la Dra. C.
HemAndez—Chico en nuestro laboratorio, demuestran que el blanco de la mierocina Bu?
es a DNA girasa. El conjunto de los resultados será discutido en este texto.
Por otra parte, durante estos estudios hemos descubierio un nuevo mecanismo de
resistencia a cumasinas. Este mecanismo tietemúnado por la supesproducción de la
subunidad CvrB de la DNA girasa consiste aparentemente en la titulación del antibiótico.
Los datos experimentales que sustentan esta tesis seran también presentados en este texto.
2. MATERIALES
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Tabla 1. Estirpes bacterianas, bacteriófagos y plásmidos.
ESTtRPES GENOnFOS
MC4IOO F D139 SIo.cU)69 ‘pat rejA ‘hÉA Nt Casad~
popmts MC4InO malT::Muas M. Seltwanz.
pop))Sl MC4IOO M.a¡Bi Csjl~tab.
RYC1O~ F’ enDli9 3.lo.cUldP tpst rejA thL4 A,bsl recAS6 rM 1. fleckwieh.
RYC1OW RYC1003 9; nrA etiadl Este trabajo.
RYCiO2O RYC1OIO ~rR32O<Cout Este trabajo.
RYCIO2O.1 RYCIO2O zi4::TnJO Este trabajo.
RYCIo3O RYCIOiO ÚdtTnlO rrB3»CouR~shmBJ Bite trabajo.
03 RYC1O~ ibmB) Este trabajo.
04 RYcloosbmRz Este trabajo.
031 03 9~p rnA dm41 Bate trabajo.
041 04 Q~p nrA rIlad) Este trabajo
031 nid::trJO Este Trabajo.
VM4I 1)41 zjdxTalO Este Trabajo.
VMZiS RYCiOIO rbs’ jd::TnJO Este trabajo.
IV2100 F ¡lv wyIfl MarX) 74 zy¡ Col~aÉLab.
cií RYcIO1o d.n446 rba Este trabajo.
C16 RYC1OIO 4.a446 td::TnlO Este trabajo.
V5j02 WSiiÓ ji,! ,rcF)43 Anncngod.
V5702 1 V5702 Id::TnlO Este Trabajo.
1fl34 P mnil ~E ha oto supE bJacUló9 ‘paL ..l4 E. Orn
LE5IÓ t.E234 gyrilQsl E. Qer.
ARt 157 E ah, ¡tu proA búA a,gE ‘bU beY — ¡pat ay! C~l~Ut.
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2.1. ESTIRPES BACTERIANAS, PIASMIDOS Y BACrER1OPAGOS.
En la Tabla 1 se indican las estirpes bacterianas, bacteriófagos y plásmidos utilizados
(Bachmann. 1990).
2.2. MEDIOS DE CULTIVO.
2.2.1. Medio Completo LB.
Contiene por litro de solución:
— bacto triproria




El medio sólido se prepara añadiendo 15 g de aw por litro de medio de cultivo. El
medio liquido se utilizó para la obtención de cultivos bacterianos y el sólido para la
obtención de estrias t colonias bacterianas.
22.2. Medio Mínimo M63.








Tras esterilizar el medio en autoclave se añaden 1 mIde MgSO, 1 M, 1 ml de vitamina
81(1 mg,til> y ¡Onu de solución al 20% dcl azdcar(20% pA’) que se utiliza como fuente
de carbono.
El medio sólido se obtiene añadiendo 15 ¡de agar por litro. El medio líquido se utilizó
para la obtención de cultivos bacterianos y el sólido para la obtención de estrias y colonias
badeziarias.
2.2.3. MedIo 2xTY.
Contiene por litro de solución:
— baceo triptona 16 g
— errado de levadura 10 g
-NaO Sg
El medio sólido se prepara añadiendo 15 g de agar por litro de medio. Sc utilizó para
la obtención de cultivos celulares desdr,ados a la propagación del fago MIS.
2.2.4. Medio 1>75 o H.
Contiene por litro de solución:




Este medio es utilizado para la propagación del fago X y M13.
2.2.5. Medio Pl.
Contiene por litro de solución:
— bacto ttiprona 10 g
— extracto de levadura 5 g
—NaO Sg
-agar 12g
Después de esterilizar esta solución en autoclave, cada litro de medio se suplementa con
tU ml CaCl~ 0,5 M y Smi glucosa al 10%. Este ttsedio es utilizado para la propagacióts del
fago Pivir.
2.2.6. Agar Blando,
El asar blando mínimo contiene 6 g de agar por litro de agua destilada. El agar blando
LB contiene 6 g de agar por litro de medio líquido LB. Se utilizó para la inoculación de
cespedes bactenanos y fágicos cts placa de Petel.
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2.3. ANTIBIOTICOS.
- Acído Nalidíxico (Nx): se preparó en una disolución 0,05 M NaOH a una concentración
de & mg/ml y sc utilizó a una concentración final de 404/tal.
- Aspidílas (Ap): se preparó en agua a una concentración de 4 mg/ml y se utilizó a una
concentración final de 20 ~xg’ml.
— Cloranfenleol (Cm): se preparó en etanol a una concentración de 6 mg/ml y se utilizó
a una concentración final de 30 xginl.
- Coumermicína A, (Cosi): se preparó en dinietil sulfóddo (DM50) a una concentración
dc 3,2 mg’ml y se utilizó a una concentración fina) de 16 ~ag4nl.
— Kanaanieina (1Cm): se preparó en agua a una concentración de 6 mg/ml y se utilizó a ¡ma
concentración final de 30 ~aWml.
-. Nowobíocina (1=0v):se preparé en agua a una concentración de 40 mg/ml.
— Tetracíelmna (rc): se preparó en una mezcla ecanohaeua <1:1) a una concentración dc 4
mz¡ml y se utilizó a una conccnrracién final de 20 sgnil.
30
2.4. SOLUCIONES Y TAMPONES.
2.4.1. Solución Salina.
Contiene 8.5 g de NaO por litro de agua. Se utilizó estéril para diluir suspensiones
bacterianas.
2.4.1. Soluciones y tampones para la purificación dc DNA.
1. Tampón TE:
- TrisHCI 10 mM, pH= 8
-Na-EDTA ImM,pH=8
II. Solución GTE:
- Glucosa 50 mM
- TrisHCI 25 mM, pH= 8
- N, EDTA 10 mM. pH= 8




P<’. Solución de acetato sádIco 3 Nf, liRa 4,8:
Se preparó ajustando el pH de una disolución de acetato sádico a 4.8 con ácido
acético glacial. Las concentraciones finales de los iones NC y CH3COO son 3 M y 5 M
respectivamente.
y. Solución de acetato amónico 74 M:
Contiene 5784 g de acetato amónico por litro de disolución.
VI. Solución de ribotiudeas A:
Se preparé a mg’,nl en agua desrilada y se hirhó 2 mm. Se conaervó a —20C.
VB. Solución TES:
- TrlsCIH 10 mM. pH= 8
- Na EDTA 100 mM, pH= 8
- NaCI 100 mM
VIII. Solución SSC:
- NaCí 15 mM
— citrato sádico 1,5 mM. pFfr 7
.5—
IX. Solución de pronasa:
La pronasa se pttparó a una concentración de 5 mg/ml en tampón 55(7 y se
preincubó durante una hora a STC antes de su utilización.
X. Solución Holmes — Bonner
— cloroformo 50 9o
- fenol 50 %
— alcohol isoa~ilico 1 %
(Saturado con Tris CH 10 mM, pH= 8)
— hidroxiquinoleina 0.1 %




Bajo - lOmM IOmM lmM
Medio SOniM iOn,M lOmM lmM
Alto lOOmM 5OmM lOmM lrt,M
Estos tampones se prepararon concn,trados díez veces.
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Se emplearon los tampones especificos recomendados por las casas comerciales
para los enzimas:
Snml:
- KO 20 mM
- TrisHCI 6 mM, pH 8
- MgO, 6 mM
- fr-mercaptoetanol 6 mM
- Albúmina de Suero Bovino (MA) 100 ugflnl
Sp/sl:
- NaCI 150 mM
- Tris HO 6 mM, pH= 7,4
— MgO, 6 mM
- ~-mercap<oetanol10 mM
- Albúmina de Suero Bovino (BSA) 100 ug/ml
2.4.4. Tampón de ligación del DNA.
El tampón se prepara concentrado diez veces.
- TrisHcl 50 mM, pH= 7,4
- MgCI2 10 mM
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- ATP 1 mM
— Albúmina de Suero Bovino (BSA) 100 ugímí
2.4.5. Tampones y Soluciones para la electroforesis del DNA.
1. Solución de depósito del DNA:
- Na2 EDIA SO raM, pH= 8
— Azul de bromofenol 0,1 %
— Glicerol 20 %
Si la solución de DNA contiene RNA. este último se elinsina añadiendo a la
solución de depósito 1/4 de su volumen de solución de nbonucleasa A. La solución de
depósito se agrtca a las muestras de DNA en la proporcsón de 1 volumen de ¿Sra por 2
volunienes de DNA.
11. Tampón de electroforesis Tris — Borato ifRE).
Este tampón se emplea en geles horizontales de asarosa y verticales de acrilainída.
Contiene por litro de solución:
— Tris—base 10,8 s
— Acido Bórico 5,5 g
- Na EDTA 211,0 0.9 g
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III. Solución de acrilamida al 7 % ¡ Urea 8 Mt
Esta solución contiene por litro, 180 ml de una solución de acrilansida al 40%
(acrilamida:bisacrilarnida en relación 38:2) y 420 g de urea. Una vez disuelta la urea, la
solución se desioniza con amberlita, se filtra y tras añadir 100 ml de tampótt ¡‘BE
concentrado 10 veces se enrasa a un litro. La solución se conserva a 4’C en osaridad.
2.4.6. Soluciones pan la extneción del DNA de eles de aguosa con membranas de
DEAE — celulosa.
1. Preparación de las membranas de DEAE - celulosa.
Las membranas se conan en tiras de 1 — de ancho y se lavan durante 10 n,invtos
en EDTA IOmM, pH 7,6. A continuación se tratan durante 5 minutos con una solución de
NaOH O,5M. Por último, se aclaran varias veces en agua estéril y se almacenan a 4’C.
11. Solución Aig / NaO:
- Arpnma 50 mM
- NaCI 1 M
Esta solución sc emplea para extraer el DNA de la membrana de DEAE—celulosa.
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2.4.1. Soluciones para la extracción del DNA de geles de acrilamida
1. Solución de EDTA 1 acetato amónico:
- NaZ EDTA 1 mM, pH= 8
— acetato amónico 0.5 M
Esta solución se emplea para extraer el DNA del gel de acrilamida.
2.4.8. Soluciones y Tampones para la etectroforesis de proteínas en geles de
acrílamida.
1. Solución de lisis y depósito de proteínas.
Se pttpara mezclando en un volumen final de 10 ml.
1,25 ml de trisHcl 0.5 M pH 6.8
2 ml de SDS al 10 ‘~
2 ml glicerol al 50 %
0.5 inI de ~—mercaptoeranol
0,01 g de azul de bromofenol
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II. Tampón Tris Glicina 1 SDS:
- Tris-base Zg




3.1. METODOS RELACIONADOS CON LOS ANTIBIOTICOS MICROCINA B1~
Y COUMERMICINA At.
3.1.1. Ehsayo de producción de MecBV7.
Los clones cuya producción de MccBll se deseaba probar, se inocularon por picada
sobre un césped de la estirpe sensible RYC1000. Tras su incubación a 3~C durante 24 b..
los clones productores de MccBl7 formaron un halo de inhibición del crecimiento de la
estirpe sensible. El diámetro del halo es un indicativo de la cantidad de microcina
producida.
3.1.2. Obtención de extractos crudos de tulerocína Bu.
Los extractos crudos de mícrocina B17 se obtuvieron sembrando una estirpe productora
del antibiótico (RYCS93) en placas de M63 glicerol cubieflas con celofán, según el método
desaito por Herrero , Moreno, (1986). Las placas, después de incubadas a 3~C durante
30 — 40 horas, se congelaron a —20’C. Tras su descongelación. el agar se centrifugó a
10.000 rpm durante 30 suin. El sobretiañante filtrado constituyó el extracto crudo de
MccBhl que sc conservé a —200C y se valoré su actividad por el método de la dilución
crítica (Mavr—Harting a a/., 1922).
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3.1.3. Pruebas de sensibilidad a la mierocina B17.
1> Método del ‘Cross Strealdng’.
Este método consiste básicamente en generar un gradiente de concentración de MccBlI.
sembrando una banda de estirpe productora del antibiótico (RYCS93) en placa de Petri. Los
clones cuya sensibilidad al antibiótico se quería probar, se estriaron perpendicularmente
a dicha banda y se incubaron a 37’C dumnte a noche. Sólo los clones resistentes a MccBl7
crecen en a proximidad de la bactetia productora.
II) Método de la Dilución Crítica.
Este método, descrito por Mavr—Harting a a/. (1912). pertnite una cuantificación más
precisa de la sensibilidad de una estirpe. Alícuotas de 10 ~alde diluciones crecientes y
sucesivas (1, 1/2. 1/4,...) de un extracto crudo de MccBlí se depositaron sobre un césped
tic la estirpe a analizar. Las placasmuestran halos dc antibiosis en el césped bacteriano, tras
Sa incubadas a 3TC durante la noche. 8. considera a la máxima dilución tIc MccBl.1 que
produce un balo clare, una medida de la sensibilidad de la estirpe analizada.
Para valorar la actividad de extractos crudos de MccBtl hemos considerado como
unidad de actividad astibiótica (VA) a la cantidad de MccBl7 presente en 10 il de la
máxima dilución que produce un halo claro de antibiosis sobre la estirpe BM21. Las
preparaciones obtenidas de MccBl7 tenían una actividad entre 650 y 1.200 UA/ml.
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III) Medida de la Actividad Bactericida.
El efecto bactericida de los extractos crudos de MccBl7 sobre estirpes sensibles y
resistentes se determiné de la siguiente manera. Cultivos de las estirpes, crecidos durante
a noche en LB. se diluyeron 100 veces en 20 mide medio liquido MÓJ. Se cultivaron a
3~C basta alcanzar la fase estacionaria (DOa= 2). Las células, recogidas por
centrifueactón a 6.000 rpm durante 10 mm., se resuspendieron en 4 ml de medio liquido
M63. Alicuotas de 50 u de cada suspensión celular se trataron con diferentes dosis de
\lccBl 7. Las ctluías tratadas se incubaron a 37’C durante 1 hora y se determiné el número
de células viables (N). Este número se comparé con el titulo de las células no tratadas coa
MccBl7 (N,). La pérdida de la ‘labilidad se representó grÉficamente como el logaritmo de
la fracción de supervivientes (N~N,> en función de la dosis de MccBll.
3.1.4. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de comnermicína
A, y novobiocina.
La concentración minima inhibitoria (CMI> de coumeranicina A, y novobiocina de
diferentes estirpes de ExoU se deíertninó en placas multipocillo que conreinan medio
aunimo M63 y diluciones consecutivas (1. 1/2. 1I4~..) del correspondiente antibiótico. Los
cultivos, crecidos durante la noche en medio mínimo, se diluyeron en el mismo medio y
se añadieron 2 10 bacterias/ml en cada pocillo. Las MICs fueron determinadas tras la
incubación de las placas a 37’C durante 24 1,.
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3.2. SELECCION DE MUTA~NTES ESPONTÁNEOS.
32.1. Método de obtencion de mutantes resistentes a MecBI7
Doce cultivos independientes de la estirpe RYC1000 crecidos en medio LB hasta fase
estacionaria (D0= 2). se trataron con un extracto crudo de MccBl7 (270 UAJmI) durante
40 mía a 3TC. Alícuotas de 0.2 ml de cada cultivo se extendieron sobre placas de LB
suplementadas con MccBl7 (40 UAlrnl). Al cabo de 24 horas de incubación a 37C,
crecieron colonias con una frecuencia de 6 1O~ del número de células sembradas. Estas
colonias se recogieron en masa, lavando cada placa con 1 ml de solución salina. Con cada
una de las suspensiones celulares asi obtenidas, sc prepararon subcultivos que se llevaron
a competencia para ser transformados con el plásinido pMMIO2. Los transformantes Ap’
se seleccionaron ea placas de M63 suplementadas con Ap (20 rognil). y se probaron
posteriormente para la producción de MccBl7 y la sensibilidad a luz ultravioleta.
32.2. Método de obtencion de n,utantes resistentes a coumermicina A1.
Se han obtenido nnssanses espontáneos resistentes a cournermicina A, con una frecuencia
aproximada de lO~’, plaqueando la estirpe sensible E.cdi K12 RYC1OIO en medio minimo
5s163 suplementado con concentraciones crecientes de coumermicina A, (8, 16 y 24 sig/ml).
Tras incubar las placas a 30’C durante 3 — 4 dias. crecieron colonias resistentes que fueron
purificadas en el mismo medio dc scleccidn, Los mutanles Gota’ asi obtenidos crecen
perfectamente a cualquier temperatura en medio mínimo glucosa suplementado con 16
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Litvml cnuxnern,icina A. concentración que inhibe cotnpletansente cl crecimiento de la
estrpe isogtnca sil~~estre.
3.3. METODOS RELACIONADOS CON LA MANIPULACION DE
BAaER1OFAGOS.
3.3.1. Pruebas de sensibilidad a bacteriófagos.
Las esrtrpes cuya sensibilidad se Quena probar. se estriaron perpendicularmente a una
banda del fago correspondiente. depositada sobre la superficie de una placa de Petrí y
abeemda a oanir de un litado de lO’ ui~¿xnl. Después de incubar las placas durante la noche
os clones sensibles mí crecen en a irania donde ha sido inoculado el fago, mientras que
os res,steníes lo hacen normalmente,
3.3.2. Técnicas de manipulación de fago traesductor PFvlr.
Para la obtención de usados del bacteriófago Pivir y la reaiizacíón de sransducciones
sa Pl se steuío el procedimiento descrito previamente por Miller, (1972).
3.4. MUTAGENESIS CON TEANSPOSONES.
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3.4.1. Mut.géaesis con el transposda ToS.
Se obtuviesen inserciones del transposón TaS en el plásmido pCID500 empleando el
fago X467 según el método descrito por Berg, (1977).
Un cultivo de la estirpe RYC1000 (pClD500) (DO~= 1.5) se infecté con una
suspensión del fago (610’ ufpanl) a una multiplicidad de infección de 10:1. Tras la
adsorción del fago durante 20 tnin a 30’C. la mezcla se diluyó 10 veces en LB y se dividió
en alícuotas que se incubaron con agitación a 3O~C durante 2 horas. De los tansductzntes
¡Km’, seleccionados en LB suplementado con kanamicina, se preparó DNA plasmídico con
el que se ttansformó la estirpe RYCIO00. Por tIltimo, se seleccionaron los transformantes
APL ~.¿
3.4.2. Mtatagéoesií con el transposón TnJO
Se construyó un banco de inserciones ToJO en el cromosoma de la estirpe de Eccil
MC4100 empleando el fago >370 secún el método que se describe a continuación.
Un cultivo de la estirpe MC4IOO en LB suplementado con maltosa 0.2% y MgSO4 10
mM. se creció hasta fas, exponencial (OO,a= 0,6), Después de dividir el cultivo en
alícuotas de 2 ml. se infecté cada una de ellas con una suspensión del fago (2IO’~ ufp/nil)
a una multiplicidad de 1:10, Tras la adsorctón del fago durante 20 mio a 3TC. añadimos
1 ml de LB suplementado con citrato sódico 40 mM a cada tubo y sc incubaron con
adíación a 3~C durante 75 mm. Las células. recocidas por centrifugación y resuspendidas
en 0.2 oil de LB con citrato sádico 20 mM, se plaquearon en LB suplementado con
.15
retraciclirtav citrato sódico 15 mM. Los transductantcs 1? obtenidos de cada transduccién
independiente se recogieron en masa. Con cada suspensión celular, se preparó un lisado del
fago Pitir según e] procedimiento descrito por Miller, (1972).
3.5. MANIPULACION DEL ALELO ricA.
3.5.1. ldentitleación fecotfpica de dones RecM venn RecK.
Las células RecA~ son hipersensibles a la luz ultravioleta (VV). Para distinguir los
clones RecK de los ReU$ procedimos del modo siguiente. Gotas de diferentes
suspensiones celulares, preparadas con los clones que se quedan probar (210’ufcflnl), se
estriaron paralelas en placas de LB ~ se expusieron a la radiación ultravioleta durante
diferentes tiempos. Con este fin, las estrías se cubrieron con un papel para que la radiación
no les afectase. A lo largo de un minuto de exposición, el papel se fue retirando, de forma
que porciones crecientes de las estrias quedaban al descubieno, basta que al final quedaba
totalmente expuestas a la luz ultravioleta. Por último, las placas se protegieron de la luz
para impedir la fotorreparación y se incubaron a FC. la dones RecS crecían en la parre
de la estría irradiada durante tiempos conos, mientras que los RecX no crecían o apenas
lo hacian.
3.5.2. ConstruccIón de estirpes reeA56.
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El alelo recA.56 de la estirpe RYCSI 6 se introdujo en estirpes silvestres aprovechando
su cotransducción con el marcador srt:TnIO. Los trartsductantes R’ portadores del alelo
,ec.456, fueron identificados por su extrema sensibilidad a la radiación ultravioleta (Uyt).
3.5.3. Construcción de estirpes rnA.
A las estirpes RecA~ (rec4Sé) se les introdujo el alelo recA mediante el fago
transdtjctor Xp rnA chad, portador del gen silvestre rnA y de la mutación chad. Este gea
dm4 codifica un represor insensible a los agentes que snducen k.
La estirpe receptora Recx se cultivó en LB suplementado con maltosa 0.4 % hasta fase
exponencial (0D= 0,5). Las células se recogieron por centrifugación y se resuspendieron
en el mismo volumen de una solución de MrSO, 10 mM. Se mezclaron 0.1 ml de bacterias
cnn 0.1 ml de fago ½rec,4 chiad (TIY ufpírnl) (multiplicidad de infección: 10). Tras la
adsorción del fago durante 20 mía a 37’C. se añadió 1 ml de LB a la mezcla de adsorción
y se incubo durante 4 horas a 37”C. Las células se centrifugaron, se tesuspendieron en 0.1
ial de MgSO. 10 mM. y se mezclaron con 0.1 ml de una suspensión del fago X el laSO
AinI9 (4 lOt ufpiml), con el fin de seleccionar las células lisogenizadas por el fago ½tecA
rilad. La mezcla sc incubo a 37’C durante =)mii, para facilita, la adsorción del segundo
taco y se dilutó 100 veces. Se sembraron, en placas de LB. 0,1 ml de las células diluidas
mas 0.1 ml de la suspensión del fago ~ cIbSO Aint9. Las placas se incubaron durante la
noche a 37C. Los clones lisogenizados por el fago ~ rnA chad se identificaron por su
resistencia a la radiación ultravioleta <uVh su inmunidad al taso k cl laSO AlaS.
4~7
Por este método se lisogenizsS el mutante 03 (r.~~rRSO¡ r,eAS6) con el fago ½tecA
clhud. obteniendo la estirpe 031 <grB3Ol reeAj.
3.6. TRANSFORMACIQN.
3.6.1. Preparación de ellulas competentes.
Las estirpes bacterianas se hicieron competentes para transformación siguiendo el
método desairo por Dagere y Ehrtich, (1979).
La estirpe a transformar se cultivó en un volumen de LB hasta DO~.= 0,2 - 0,3. Las
células, recogidas por centrifugación a 6.000 rpm durante tOmín, se resuspendieron en 112
volumen de CaO2 100 mM filo y se mantuvieron en hielo durante 20 mía. Por último, las
células se recogieron nuevamente por centrifugación en las mismas condiciones y sc
resuspendieron en 0,01 volunienes de CaO2 100 mM. la suspensión celular concentrada
se manruvó al menos una hora en hielo, antes de ser utilizada en la transformación.
Conservada a 4’C pudo ser utilizada durante varios días.
3.62. Trussformad6n con DNA plasmídico.
Las células competentes se uansformaron con DNA plasmidico según el procedimiento
descrito previamente por Maniatis eral. (1982).
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Los trnnsfonnantes se plaquearon en el medio selectivo apropiado y se estriaron dos
veces en el mismo medio de selección antes de ser caracterizados en detalle.
3.6.3. Transformaci6n con DNA de vectores derivados de MU.
Se utilizó la estirpe de E.coli 71.18 como receptora. Las células se hicieron competentes
por el método de Dagett y Ehrlich, (1979~, a partir de uncultivo en medio h~Y, crecido
a 3TC hasta fase exponencial (DO.~= 0.2 — 0.3). Se creció otro cultivo en paralelo en las
mismas condiciones hasta DO~= 0.8 que fue utilizado como cesped para la propagación
de los tacos.
Se transformaron 300 pl de células competentes con 1 -5 ~J de DNA. Tras un choqus
térmico de 5 mm a CC se añadieron a la mezcla de transformación 200 pl del cultivo de
la estirpe 71.18 en fase exponencial. 40 it1 de [PTG ‘ 40 pl de X—Gal. Finalmente sc
añadieron 3 ml de agur blando LB y se extendio la mezcla sobre placas lxi que se incubaron
a MT toda la noche.
3)7. METODOS DE PURIHCACION DE DNA.
SIM. Preparación de DNA cromosómico.
La esurpe de E.coIi K12 pop.SSSl se cultivó en LB durante la noche. Un ml del cultivo
se centrifugó durante 3 mi, en microcentrfuga. El precipitado celular sc resuspendió en
0.5 ml de tampón lES. se mezcíd suavemente con SO tÉ de una solución de SOS 20 % y
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se incubó 10 mi,, a temperatura ambiente. A continuación, se añadieron 75 W de una
solución de acetato sádico 20 4~ y 0,32 ml de isopropanol. Se mezcid suavemente y se
cennifugó durante 5 mía. fi sobrenadante se eliminó cuidadosamente con una pipeta
Pasteur. Tras secar el precipitado a vacio, se añadieron 0,2 ml de tampón SSC y 20 pI de
una solución de pronta (5 nlg’tnlt y se íncubo a3~C durante ¡a noche. La solución de
DNA se extrajó varias veces con 0,2 ml de solución Holnies-Bonner hasta que en la
interfase no hubo precipitado. Recogida la fase acuosa, se añadieron 25 pi de acetato
sádico 20 % y 044 ml de isopropanol. EJ precipitado de DNA, recogido por centrifugación
durante 15 mi,,, sc resuspendió en 0,2 ml de tampón TES y se volvió a pitcipttar cOn 25
pl de accraro sádica y 0,6 ml de etanol fijo durante 10 mm a —20~. Tras cernzifugación
durante 15 mii’, el pzeeipitado de DNA cromosómico se resuspendió en 50 pl de tampón
lES y se conservó a 4’C?
3.7.1. Preparación de DNA plasmldíco por ¡Isis alalia..
Las preparaciones de DNA plasmtdsco se realizaron por el método de la lisis alcalina
desairo por Hirnboim y Doly, (1979).
La estirpe portadora del píflamido se incubo durante la noche en 10 tal de LB. Las
células se recogieron por centrifugAción a 6.000 rpm durante 10 mm, se resuspendíemon en
0.32 ml de tan~pón GTE y se trataron con 50 pl de una solución de lisozima (10 mg/inI)
de preparación reciente. Se mnannjvieron en hielo durante 10 mía. A continuación se
mezclaron muy suavemente 0,8 ml de una solución de NaOH 0,2N / 51)8 1 % y se
acabaron durante 5 mía en hielo. Posteriormente se añadieron 0,45 ml de acetato sódico
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3 Nl pEs 4.8. Al cabo de una hora en hielo se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 mía
a 4~C. Se recogió el sobrettadante que se precipitó cotl 0,6 volúmenes de isopropanol a
temperatura ambiesne durante 10 — 15 mm. Sc centrifugó lO mi,, a 10.000 rpm y el DNA
precipitado se mesuspendió en 200 pl de agua. Sc añadieron 100 pl de acetato amónico
7.5 Si, se mezclé bien t’ se centrifugó para precipitar las proteinas. Se recuperé el
sobrenadanre ~ el DNA se precipité añadiendo 2 volúmenes de etanol frío. Se mantuvo 30
mis a -2O’C o bien hasta congelación en hielo seco. Se centrifugó 10 mi,, a 10.000 rpm
y el DNA lavado con etanol al 10 % ~ secado al vacio, se resuspeadió en 100 pl de
tampón TE o de agua.
3.7.3. Pwifleacióu del DNA: extracción con fenol.
Ea cienos casos las preparaciones de DNA plasmidico requirieron una purificación
posterior y eliminación de proteínas contatamarites por estracción con fenol según cl
método descriso por Maniatis er al., (1*2).
3.7.4. PurifIcación de DNA: ultracentrifugación a equilIbrio de densidad en gradiente
de CsCI.
Las preparaciones de DNA obtenidas de una lisis alcalina escaiada para un volumen
de 500 ml de cultivo se resuspendieron en 5.6 ml de tampón TE junto con 4,55 g de CICs
0,35 tal de bromuro de etidio (10 nig¡ml). La solución resultante se transfirió a tubos de
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polialómero de 3 ml de capacidad. Estos, tras seT sellados termicamente. se centrifugaron
a 90.000 rpm durante 17 horas a 20’C en un rotor de ángulo fijo de una ultmcernrlfuga
Beclcman TLIOO.
La banda correspondiente al DNA plasnildico se visualizó con luz ultzav,olet. y se
extrajo según el procedimiento descrito por Maniatis ej al., (1982). El DNA plasmidico se
precipité con etanol frío a —20C durante la noche. El precipitado de DNA se recogió por
centrifugación a 10.000 tpni durante 0 un. se resuspendió en 1 ml de TE y se dializó con
litros de TE durante la noche a 4’C, según el procedimiento descrito por Maniatis eral.
(1982). Por último, a la solución de DNA dializada se le afladio 0,1 volumenes de acaro
sódico 0.3 M pH= 4.8 ‘z dos volumenes de etanol frío y se la incubé durante 5 nilus en hielo
seco. El precipitado de DNAplasnildico se resuspendió en 0,5 ml de TE. La concentración
de DNA se determiné por medida de la absortancia a 250 nm de una dilución 1:1.0(X).
3.7.5. Preparación de DNA de cadena sencilla de derivados del fago MU.
Se inoc,tlaron 100 ml de medio 2xTY con 1 ml de un cultivo de la noche de la estirpe
de E.eoli 71—18v se repartieron en alícuotas de 1.5 sal. En cada tubo se inoculó una placa
de lisis del deri’ado de MIS cuyo DNA se queda purificar. Los cultivos, tras su incubación
durante 5 horas a 37C, se centifugaron en microcernifuga 5 mm. El sobrenadante se
volvió a centafugar en las mismas condiciones para eliminar restos celulares y Se le
añadieron 200 al de una solución de PEG 20 % — NaCI 2,5 Nl. Se agité la mezcla y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 15 mm. Se centrifugó durante 5 mm y se eliminé
cl sobrenadante Los restos de sobrenadante que habían quedado adheridos a las paredes
del tubo se eliminaron centrifugando los tubos dc nue’o durante 2 mm y retirandolos con
una pipeta Pasteur. El precipitado de partículas virales se resuspendió en 100 pl de tampón
TE y se añadieron 50 pl de fenol saturado con TE. Se agité y se dejé 15 mía a temperatura
ambiente. Se mezclaron de nuevo las fases antes de centrifugar los tubos durante 3 mm.
Se recogió a fase acuosa y se trató con 50 pl de cloroformo. Se mezclaron las dos fases
y se centrifugaron durante 3 mm. La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo y el DNA
se precipité añadiendo 10 pl de acetato sádico 3M pH= 4,5 y 250 pl de etanol, y se
mantuvo toda la noche a —20~C. El DNA se centrifugó durante 20 miii, se lavé con 1 ml
de etanol frío y se dejó secar. Finalmente se resuspendió en 50 pl de TE y se conseivó a
—20’C hasta su utilización en las reacciones de secuenciación.
3.7.6. Preparación de formas replícativas de DNA de M13.
Para la preparación de las forma replicativa de derivados del fago M13 se transformó
la estirpe 71.18 con DNA de cadena sencilla del correspondiente derivado de M13. Las
placas de lisis obtenidas se inocularon en 1 ml de un cultivo de 71.18 en medio 2xTY
preparado por dilución 1/100 de un cultivo de la noche. Los cultivos se incubaron durante
5 horas a 37~C y las células se recogieron por centrifugación. El DNA en forma replicativa
se obtuvo por método de lisis alcalina descrito por Birnboimy Doly. (1979).
31. MANIPULACION ENZIMATICA DEL DNA.
53
31.1. DIgestión del DNA con cudonueleasas de restdcel6n.
las reacciones se llevaron a cabo en volúmenes finales de 10 a 20 pI utilizando de 0,5
a 1 g de DNA segun el procedimiento recomendado por Maniatis a al., (1982).
3.8.2. Ugacíóts de extremos de DNA.
Se llevó a cabo por incubación durante la noche a IOC en un volumen final de 20 a 30
t.i, utilizando de 0.5 a 10 ~mgde DNA, seria el procedimiento recomendado por Manías
gr al. (1982).
3.9. ELECTROFORESIS DE DNA.
3.9.1. Eleetroforesls de DNA en geles de aprosa.
El DNA se analizó en geles horizontales de agarosa de 0.8 a 1,5%, en tampón
Tris—borato (lEE), según el procedimiento descrito por Maniatis crol., (1982).
Los ‘amaños de los fraemenros de DNA linearizado se estimaron utilizando ano
patrones de peso molecular el DNA del fago K digerido con la enzima Hindl[1 (Sanger ev
ji., 1982) ~l DNA de la forma replicariva del fago $X174 digerido con liae[ll (Sanger
er al., 1978).
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3.9.2. Electroforesis de DNA en geles de poliacuilatuid..
ElDNAseanalizóengelesvenicalesdeacrilamidaal5% yú%eníarrupón
Tris—borato (rBE) para la determinación del tamaño de fragineistos de restricción
inferiores a 500 pb, secún el método recomendado por Matilatis ¿tal., (1982).
los geles se prepararon a partir de una soltscióu al 30 % de acrilzanida
(acrilannda:bisacrilamida 29:1). El tamaño utilizado fue de 15 x 18 otan o 2.5 x 18 mm,
con espaciadores de 1 — 2 mm.
3.9.3. Purlflnción de fragmentos DNA a partir de geles de aproo.
La purificación de fragmentos lineales de DNA se realizó por el método descrito por
Dretzcn e: al. (1981> y por Winberg y Hammarslcjold, (1980).
La electro foresis del DNA se llevó a cabo en geles horizontales de agarosa al 0,8 % que
contenian 1 itg’nil de bromuro de eridio, tos fragmentos de DNA se purificaron con
membranas de DEAE—celulosa tipo Schleicber & Sohucíl NA45, previamente preparadas
como se descnbe en el apanado 2.4.6. En frente de la banda de DNA que se quena
purificas, visualizada con luz 11V. se efecustó un corte en el gel de aprosa conuna cuchíEs,
en cl que se inserté un trozo de membrana de la misma longitud. La eleceroforesis Se
prosiguió de nuevo durante 2 mio a 130V hasta que el fragmento deseado quedó adsorbido
a la membrana de DEAE-celulosa. Entonces, la toembmana se recuperd con unas pinzas,
se enjuató en TE ~ se introdujo ctt tan tubo de miaocentntfuga que contenía 0,4 ml de
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solución Arginina / NaO. El tubo se incubé a 70C durante 1 -2 horas dependiendo del
tamaño de la banda de DNA a purificar. Posteriormente se redré la membrana de
DEAE-celulosa y el DNA se precipité con etanol Jumare la noche. Se ccntñfugá durante
15 aún y el fragmento de DNA purificado se resuspendíd en el volumen final de TE
deseado (20 — 30 1É). Se. conservé a
3.9.4. Purificación de fragmenta DNA • pulir de geAs de actilamida.
La preparación de los geles de acnlan,ida ‘t la electroforesis del DNA se llevaron. cabo
como se ha descrito previamente (Maniatis er .4 1982).
La extracción de la banda de DNA del gel de acrilamída se realizó según el
procedimienlo descrito por Mazam y Gilbere, (1980).
El fragmento de acrilamida conteniendo la banda de DNA se cortó del gel y se trituré
en un tubo de mícrocentrífuga oea un tt¿bo Corex siliconizado, dependiendo del tamato
del trozo. Se añadieron 3 ml de un solución dc acetato mnidutíco 0,534/ EDrA 1 mM y
se mezclaron bien con la acuilarnida. Se mantuvo durante la noche a 37C en un bdo con
agitación. Al cabo de este tiempo se centrifugó 20 mm a 9.600 rpm. El sabrenadante se
filtré a rayes de lana de vidrio siliconizada en una punta de niicropipesa P.1000. Se
añadieron dos volúmenes de etanol y el DNA se precipité durante la noche a —Ztrc. Se
centrifugó otros 20 mm y el DNA sc secó a vacio y se resuspendié en 20 — 30 pl de TE
5inales. St conservé a —20C.
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3.10. MEraDOS DE CLONABÓ Ls vivo DE SECUENCIAS DE DNA
CROMOSOMICO.
3.10.1. Método basado en la utilIzación de derivados del bacteriófago mini—Mu.
Este método para donar bu vivo secuencias de DNA bacteriano, es el descrito por
Groisman a al. (1984). Consiste básicamente en la utilización del plásnuido—transposón
mini—Mudl14042 (Figura 2.4). Esta es una estructura quimérica que contiene el origen de
replicación y el gen caí de resistencia a cloranfenicol del plísmido pACYC184, además
de los genes de transposición A y 8, el represor terinosensible cn62 y los extremos
derecho e izquierdo del bacteriófago Mu. Los genes de transposición A y B de Mu,
contenidos en la estructuramini-Mudl14042, están reprimidos en bactenas lisógenas Mt,crs,
crecidas a 30~C. es decir, en condiciones en las que el represor termosensible ces es activo.
En estas condiciones el transposén mini—Mud1l4042 se replica como un plásnddo autónomo
a partir del origen de replicación de pACYCIS4 que contiene. Cuando dichos genes A y
8 se desreprimen a la temperatura de 420C (represor en inactivo), mini—Mud114042 se
transpone con una alta frecuencia a numerosos sirios del ¡moma bacteriano, pudiendo ser
complementado por el ptofago Muces para crecimiento en ciclo lítico (Figura 2B).
Secuencias de DNA croniosómico. flanqueadas por dos copias de mini-Mud1l4042, o bien
por una del Mu—replicón y otra de Mu, en la misma orientación, pueden ser empaquetadas
en la cabeza del fago, hasta un total de 39 It. Infectando con esta cosecha vital una célula
huésped Muces rec4’. pueden obtenerse plástnidos por recombinación entre las secuencias
homólogas de Mu. portadores de fraw,entos de DNA cromosón,ico donados (Figura 2B).
Por este método donamos el gen mutado gyrB3O) del minuto 83 deI mapa genético dc
E.coli, En concreto, procedimos del siguiente modo Sobre la estirpe RYCIO3O portadora
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FIGURA 2A.
ESTÑUCTURA DEL PAGO mnini-Mudll4O42
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de las mutaciones sbuS! y ~‘fi32O(Cou’),y del transposón zid::TnlO <Te’) (su
aislamiento se detalla en el apartado 4.3.4 de Resultados), se preparó un litado del fago Pl
con el que se transdujo la estirpe popSOOl.& (mdfl:Muccs). seleccionando a 3(?C los
tranaductantes resistentes a terraciclina <Te’) y entre datos se identificaron los resista,tes
a microcina BU? y a coumerm,cina A,. Con uno de estos tranaductantes Te’ Co,.’ Mcc’ se
prepararon catdas compete que se tramfotmamn con si plismido-nnspeeón mini-Mu
pEGlD9. pEGlO9 es un pUnJo que contiene e) mini-Mudll4O42 y la ragid. piad p.C
del cromosoma de ¿sed, los clones transformantes se seleccionaron por resistencia a
cloranfenicol (Cm’) a la temperatura de 30’C. En uno de estos tinnsfo,mantes se indulo
el fago a CC, obeeniendose así un lindo del fago Mu que se utilizó para trasducir la
estirpe pop300l.6. Las dones muductantes se seleccionaron a WC en placas de >463
suplementadas con conmeimicina A, (16 ga3nl) y dcaaterñcol (30 p/ml). Los da
aislados sc reestriaron dos teces en las mismas condiciones en las que flherois
seleccionados.
3.10,2. Método basado en la recombinación homóloga entre alelas de — mismo locas.
Este método, descrito por Saarílahú y Palta, <1985) facilita la trauskrrncia bu vivo de
mutaciones croniosómicas a plásmidos multicopia en ¿ccli 1<12 <ver Figura 3>. En síntesis,
consiste en la transformación de una estirpe PoIA <poMA) portadora de la mutación
deseada, con un plásmido multia,pia derivado de CoIEL que contiene el alelo silvestre del
gen afecrado por la mutación, Como es sabido, la replicación de los plásmidos derivados
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de CoIEl depende de DNA poliinerasa 1, enzima codificada por poU. Por consiguiente.
estos plásmidos se mantienen de manera estable en estirpes PoIA; sólo si pueden integrase,
por reconibinación homóloga, en el cromosoma bacteriano. A continuación, el plísmido
cointepado se transfiere, mediante un fago Pl transductor, a una estirpe PoIAC RecAt En
este contexto genético. el plástnido puede secregaise del cromosoma bacteriano por un
nuevo proceso de recombinación homóloga. Por último, se seleccionan entre los
transauctantes aislados, aquellos que condenen el Melo mutante donado en el plásmido
multicopio. El mismo método puede aplicarse para intercambiar un alelo por otro sobre el
plásnx ido.
En concreto, el donado del alelo silvestre sbmB y mutante sbmB2 responsables de los
fenotipos Mcc’ y Mcc’, respectivamente, y de los alelos g>’r5 y prB32C<Cotfl del gen
se realizó, por este método de Saarilabri y Palva. (1985), empleando, en cada caso
concreto. el plásmnido derivado de pBR.322 más apropiado. Las plásmidos utilizados en el
donado de estos alelos se describen en los apartados correspondientes de la sección de
Resultados. Como ejemplo, describiremos aqui el procedimiento seguido para donar el
alelo sbnrB.
Con un Pl crecido sobre la estirpe .481157 fpoL4S ToJO) se rransdujo la cepa RYC1OIO
seleccionando los clones Tc’, que fueron probados a continuación para la presencia de la
mutación Pot45 (sensibilidad a UV~ (Tn1O ~ poL43 están ligodas al 90%). Uno de los
clones resultanies RYCIOI0 Tc UV~ gyrB se transformó con el plásmido pCID500,
derivado de pB8.322 (ver apanado 44,3 de Resultados), seleccionando los transformantes
Ap’, lo que conduce a la integración del plásotido pCID500 en el cromosoma bacteriano.
Sobre uno de estos clones se preparó un liudo Pl con el que se trandujo la estirpe
RYClO1O (poLAj. Entre los transductarttes Ap’ aislados, seleccionamos los clones Mcc’.
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FIGURA 3.
CLONADO in vivo DE MUTACIONES CROMOSOMICAS
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De este modo obtuvimos el plñsn,ido pClD5IO (Figura 6A). análogo a pCID500, que porsa
cl alelo silvestre sbntW.
3.11. SECUENCLACION DEL DNA.
El método empleado para determinar la secuencia del DNA es el descrito por Sanger
cg al, (1977) de secuenciación con dideoxinucícótidos. Se ha llevado a cabo utilizando dos
tipos de DNA polimerasas: DNA polirnerasa 1 (fragmento Klenow) y DNA polimerasa de
3.11.1. HIbridación del oligonueleóddo iniciador al DNA molde.
El método de hibridación del oligonucleótido al DNA molde de cade”’ en’~tia ~
ligeras diferencias dependiendo de la DNA polimerasa utilizada pan la secuenciación.
Cuando se empleó el fragmento IClenow, la hibridación se llevó a cabo nadando en
un mho de microcentrifuta 5 g dc DNA molde. 1 1il de oligonucleótido (0,5 pmot4il)y
1.5 ui de tampón de reacción Klenow concentrado diez veces (TrisHCL 100 mM pHr 8,5
y MgCI2 100 mM), completando hasta 10 pl con agua destilada. La mezcla se calentó a
6S
tC durante dos mm en un baño seco y se dejó enfriar lentamente basta alcanzar los 3~C.
Cuando se empleó la DNA polimerasa de 77, la hibridación se llevo acabo mezclando
7 !d de DNA molde, 1
1d de oligonuclcótido (0.5 pmnotqd) y 2 pJ del tampón de reacción
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de la DNA polimerasa de 77 concentrado cinco veces (TrisHCI 40 mM pH 7.5. MgCI2
20mM y NaO 50 mM).
3.11.2. Reacciones con DNA poflmeras. ¡ (ftgmento Kknow).
Las condiciones utilizadas son las recomendadas por la firma Ammham, (1984).
A) Preparación de las mezclar: M, C, 0 y r.
A a c r
dCTP(O,SmM) 20W h~ 20y2 20uJ
dGTP (0,5 mM) 20pl 20~al 1 pl 20 1il
drrp(0,5mM) 20pl 20%.l ZOpl ijal
tampón TE 20pl 20pl
20y> 20y1
E) Eteparación de ¡<rs mezclas dNTPs ¡ ddNTP.
flddATP: 25
1il A +25 pl ddAfl> 0,15 mM
CIddCTP: zsgcr+2spJddCn>0,OZmM
G/JdGTP: 25 pl Q~25 yl ddGTP 005 mM
r/ddrrp 25plr+25Idddrn’0,5omM
Una vez realizada la hibridación con el DNA molde se Llevaron a cabo las reacciones.
Se añadieron a los tO 1d de mezcla de hibridación 2 pl de fa—”P]dATP (10 mCi/mí; 800
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CVn,mol) y 1 pl de Kienow (1 unidad4.l). Posteriormente 2,5 pl de esta mezcla se
transfirieron a cuatro pocillos marcados A, C, O y Ten una placa multipodillo que contenía
2 1il de las preparaciones A
0/ddATP. C¡ddcrP, 6(ddGTP ~ r/d<rrrP respectivamente.
Se incubaron las reacciones a temperatura ambierne ~5tuin, y se atadieron a cada pocillo
2 pl de mezcla de caza que conleniene los cuatro dNTPs a conceninción 05 mM cada uno.
Al cabo de 15 ruin las reacciones se detuvieron añadiendo 4 pl de tampón de depósito con
forinamida. Las muestras se calentaron durante 2 ruin a 95’C antes de ser cargadas en un
gel de secuencia desnaniralizanse al 7 S’o en acríamida.
3.11,3. Reacciones con DNA polimerasa de Ti.
La secuenciación de DNA con DNA polimerasa de ti se realizó en dos etapas: en
primer lugar el oligonucleótido se extendió en condiciones limitantes de dNTPs y en
presencia de ~a-”S1dATP.En este paso el marcaje se incorpora a cadenas de DNA cuya
lonitud se distribuye aleatotianiense desde varios nucleátidos a ciemos de ellos. En el
secundo paso se aumentó la concentración de los dNTPs y se añadieron los drjNTPs. En
este paso, las cadenas de DNA se eloncan varias decenas de nucleótidos basta que la
incorporación de un ddNTP detiene eí proceso de elongación. Las reacciones Le llevaron
a cabo siguiendo las indicaciones de la fuina comercial 1258 (Unired States Biochenrical).
1. ComposIción de las meadas de renace.
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Se añadreton a los II) al de la mezcla de hibridación 1pl de BiT 0.1 M, 2 pl de mezcla
de dNTPs vOS pl de [a—”S~dATP(10 C,Jjal: 1000 Cilmrnol). Finalmente se ahadieron 2M
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SJLI. Pnp.asdd. de tas maxieduA.s ~ marca~je radIactIvo de las proteínas
La pS~tpxku codit¶cuhs por p¿~nt4s Lezna determinados ñ. .ho empleando el
snuma de naazicéluln descrito por San ej al., (1979). El método está basado en la
<ksnsccik ukceiva del a~naa brcnano de célula poetadons de 1cm plásmnidos en
esmd~. Ps.a dea~S puede noam ce haz Uvo ce miaoctza B17 (Mayo ej ai.,
19A8)L UdhzaNio la dais a¡koah de haz UVo de núcocina B17 sc lapa la desusnccidn
rosal <jet anca ~van&ue copias p4anmfra que podain dingir la síntesis de
rweinas. El método wqzúere la tnilizstn de tan estirpe RocK de manera que no se
rqa le dahu ¡muécidos por la irradiación. Ea concreto pzncedianos del ¡nodo
sipaica.
La esi~z RYQ000 (rcc4SU) se taslonnó ce les plásnidas cavas pmotinas se
‘e-’1 azulina. Sc ~Ia’ 0,3 ml de un cultivo de la noche dc ¡os flmfonnantes
cnnuspmdfraa en 15 inI de medio >463. supleznesado con calaScidas (0,2 %), y
sc ~sm ~a al~ tana D0 de alrededor de 0,7. Se jeradíaron, con luz UV, 10
mldcorldvoa,unpIacafttaíbIl duaumeuupedoéds 6oseguaados yana
disascia dc 50 ~. Sc plaqiacason 50 ¡tI del cultivo irradiado sobre LBpan deteminar el
atasco dc viables tas cl wasamno. El resto del cultivo se tramvd a unmaz hrntai
~z <sisar la hrsqasradds y se ¡acabó danarte — launa WC AL cabo dcca tiempo
sc tadió odoscrmna a isa concczsmacido final dc 200 qñnl y se barbé tItaran la noche
colasen ceudidomes.
Se plaquemos de ¡seroSO pl dcii smpesids celular para detemninar el minero de
viable unel rasamiezeo con cidoscrizaa. la célula se recogaeron por ccnuifupddc a
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5.000 rpm durante 10 m¡n y se lavaron dos veces con medio M63. Finalmente las células
se resuspendieron en 2 ml de medio M63 completo y se incubaron durante una hora a 3TC
con gran agitación. Se añadieron 50 jaCi de ‘S—Met y se incubó con agitación durante 3
mm. Las maxicélulas marcadas se recogieron por centrifugación el precipitado se
resuspendió en 106 ~í1de tampón de lisis. En los experimentos de pulso y caza, tras el
marcaje de las maxic¿lulas se añadió Met fria en cacao ~ se reincabaron en las mismas
condiciones durante 15 ruin adicionales. Las muestras se hirvieron durante 5 ruin antes de
ser cargadas en el gel de poliacrilainida.
3.121. AnÁlIsis de p¿~oteínas en geles de poliacrilamida.
Se ha utilizado un sistema de geles venicales desnaturalizantes de poliacrilamida ¡ SOS
de 18 x 25 x 0.1 cm de tamaño. Los geles constan de dos partes, un gel superior de
concentración de acrilamida constante y un gel inferior separador con concentraciones de
acrilamida variables según el tamaño de las proteínas a analizar.
El gel inferior se preparó en un valumen total de 25 ml mezclando:
6.25 ml dc Tris ECl 1.5 Nt pEz frS
ml de Acrhlan,zda Bisacp.lan,ida (30:0.8)
0.25 mIde SOS 10 1
<18.5 — x) mIde R20
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La solución se desaseé a vacio y se añadieron 105 pI de persulfato amónico al 10 %
25 pi de TEMED. El gel se dejó polinierizar durante ‘ma hon antes de aAadir el gel
superior.
El gel superior se preparó mezclando en un volumen final de 10 mi:
2,5 ml de TrisHCI 0,5 M; pife 6,8
1,7 ml de Acrilamidaflisacrilasnida <30:0,8)
0,1 ml de SDS 10 %
100 i±lde persulfato amónico 10 %
10 pI de TEMED
La electroforesis se llevó a cabo en tampón Tris 1 glicina 1 5125. El gel superior se
corrió a 70V hasta que el frente de colorante rebasé la interfase entre ambos geles. A partir
de este punto se migré a 80 — 100 V dutanre toda la noche hasta que el frente alcanzó el
borde inferior del gel.
3.122. Autonsdlognfla de geles de pollaerilainida.
Los geles de poliaaílamida con proteínas matadas con “5 requirieron un tratanierata
previo. Los geles fueron fijados durante una hora en tina mezcla de aculo acaco 10 % ¡
metanol 30% ¡ glicerol 3 %. El acético se eliminé con dos lavados de LS mm cori metanol
30 % ¡ glicerol 3 %. Postetionnente el ¡el sc mantuvo una hora en salicilato sédico 1 M
rneranol 30 % / gliceru¡ 3 %. Los geles se secaron de una a dos horas a SCC en un
secador de geles y se expusieron frente a una pelicula Kodak X.Omat XSS durante 48 a 96
horas a -20C.
4. RESULTADOS
A) ESTUDIO DE MUTANTES RESISTENTES A MICROCINA B17
4.1. AISLAMIL”uTO DE MUTANTES RESISTENTES A MICROCINA B17 (Mcc’).
Con el fin de investigar el modo de acción de la microcina Bit nos propusimos
seleccionar mutanres resistentes al antibiótico. Entre éstos los habría afectados en la diana
intracelular del antibiótico. Caracterizandoéstos podríamos definir dichadiana. La selección
de esta clase de rautantes es difícil en el caso de la microcina Sil, debido a la elevada
frecuencia de aparición de mutantessbat (10’). Estos mutantes. resistentes a la microcina
exógena, carecen del receptor de la microcina 517, situado en la membrana interna (LaviÉa
ce aL, 1986). Sin embargo, hemos podido soslayar este inconveniente y aislar niurantes del
tipo deseado mediante la aplicación de dos procedimientos diferentes. El primero se
fundamenta en la capacidad teórica que tendrían los niutantes de diana para neutralizar la
acción bactericida del antibiótico endógeno. El segundo, en el carácter recesivo de los
alelos .sbm.4 con relación al alelo silvestre sbm.4t
Como se señaló en la Introducción, el plásmido pMMLOZ, productor de MccBI7, carece
del gen de inmunidad mebO. Este plásmido inhibe el crecimiento de célolas RecK en
medio mínimo glucosa, debido a la acción de la ninocina endógena producida y no
neutralizada, a causa de a irununodeficiencia del sistema MccBi7 donado en pMMIO2
(McbG9. Esta propiedad de las células RecA}MM 102) puede ser aprovechada pan aislar
mutantes afectados en la diana introcelular de la microcina 517. Los mutantes hipotéticos
deberian crecer en medio mninirno sin perder la capacidad de sintetizar el antibiótico,
ntienuas que los tunantes sbm.4 no dtberian crecer
En la prtric. se procedió de la manera indicada en el apartado 3.2.1 de Métodos.
Concretamente, se trataron cc!ulas RYCIO(J6 con NlccBlJ (270 tJAjrnl) durante 40 mm.
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Los clones aislados Mcc’ se transformaron con el plísmido pMMlO2, y se sembraron en
medio M63 glucosa suplementado con ampicilina (20 jagiml) y MccBIl (40 UA/ml). Los
clones que aparecieron se probaron para producción de MccBl7 y sensibilidad a radiación
UN, con el fin de verificar que el plisniido pMM1O2 mantenía intacta su capacidad de
producir microcina y que el contexto genético sepia siendo RecK. La mayoría de las
colonias eran RocK Mcot Este resultado no nos sorprendió. En efecto, San MillAn eral.
(1985(b)) hablan encernado previamente que mutantes Mcc en células RecK(pMMLO2)
aparecían con elevada frecuencia (10” — lOj. Las mutaciones responsables de este
fenotipo se debían a la tnactivaaón de alguno de los genes de producción del plAsmido.
Esta ¿nactasacrón era ongranda por la tnserción de secuencias ¡5, transpuesta dcl
cromosoma bacteriano al plkmido.
Una minoría de la colonias eran RecK Mco*; es decir, resultaban de la reversión de
la mutación recA56. Solamente, se encontró una colonia con el fenotipo buscado, Recx
Mcc’, entre un total de 5 í04 células; es decir, la frecuencia de los mutantes espontáneos
deseados fue extremadamente baja (210~.
El segundo método de selección de ¡nutantes afectados en la diana de la microcina 817
consistió en soslayar las eventuales mutaciones sba4 aumentando el número de copias del
gen sbnt4 silvestre, que como se dijo previamente es dominante sobre los siclos mutados
(Laviña cf aL, 1986).
En la práctica se sembraron células RYC1~XI sisé’ <p>4>473-4) en MS glucosa
suplementado con tetraciclina <30 ~ag¡ml)y MccBl7 (50 UAImI). El plásmido pMM73—4
es un derivado de pBR322 que contiene el gen silvestre tsé’. En principio toda mutación
sba4 debería ser complementada por las copias de teA’, y las células tendrían que ser
sensibles al antibiótico. Solamente en el caso de una mutación sobre la copia sba4
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cromosómica y una mutación sobre una copia plasnildica. seguida de segregación de esta
última, podría conducir a clones resistentes a MccBl7, una posibilidad muy improbable.
En el medio de selección podrian crecer sin embargo otras clases de mutantes resistentes
a micwcina, como son los mutarnes ornpR y o,npF que confieren rcíerancia (resistencia
parcial) a microcina exógena, los cuales aparecen con una frecuencia elevada (10”) (Lavifia
er al., 1986). Por lo tanto, se comprobó rutinariamente la presencia de proteína OmpP
activa en los dones crecidos en el medio de selección (sensibilidad al bacteriófago Tula).
Como se esperaba la mayoría de las colonias (unas 200) eran resistentes al bacteriófago
(ornpr).
Sólo una exhibía el fenotipo Mcc’ Tula’. Es decir tambi¿n por este método la frecuencia
de los mutantes deseados fue extremadamente baja (510~bt).
Al mutante obtenido por el primer método se le denominé D3.102 y al obtenido por el
segundo D4.73—4.
4.2. CARAaER1ZACION DE LOS MUTANTES DS.1O2 Y 124.73-4.
El fenotipo del rnutarne D3.102 era el espetado para un hipotético mutante de diana.
Crece perfectamente a cualquier temperatura en medio completo LB y en medio mínimo
M63, produce normalmente n,icrocina B17 (fenotipo Mcc’) y es sensible a la luz
ultravioleta (fenotipo Uy6 asociado a las células RecAj.
D3. 102 se diferencia básicamente de los inutantes ompR, ospf y sumA productores
de rnicrocina, en su capacidad para suprimtr el fenotipo de inmunodef’tcicncia del plismido
pMM 102. cs decir. en su capacidad para resistir la acción dc la n,icrocina BU intracelular.
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No obstante, verificamos que 03.102 era sensible a los bacteriófagos Tula y XVh434
(ornpr oprnr) y que conservaba la capacidad de absorber el antibiótico exterior (zbaé’).
Este ulttmo caracrer se comprobó curando el inutante del plismido pMMlO2 y valorando
la sensibilidad a tmcrocina de los clones curados. Estos eran tan sensibles como células
silvestres tnt< rnA’, pero roAs resistentes que la estirpe RYCL(JOO reck original de la
que se obsuvo el murante D3.102. Este resultado indinaba que la nueva mutación suprimía
ir hipersensibilidad a mnicrocina ripies de los murales reté, los cuales son dc Sa 10 veces
más sensibles que la estirpe isogénica silvestre <rec.41.
Pan excluir la intervención de posibles mutaciones plasinídicas responsables por si
solas, o en colaboración con una mutación exoniosómica, del fenotipo de supresión de
inmunodeficiencia se extrajo el plisinido pMMIO2 del relame y con él se trasformaron
la estirpe RYCIOOO original, los dobles inutantes tsé tecA y oiup ‘«A,y el musa
03, derivado airado de D3.102. Mientras que los transformantes del mutante 03 crecían
en MáS, los transformantes de las otras tres estirpes no lo cxrnsegufmn.
En conclusión todos estos datos indicaban que el nanee original D3.102 contenía un
plásmido pMM102 no mutado y que su capacidad de aer en medio mínimo le venía dada
por una mutación cromnosómica y exclusivamente por esta mutación.
A continuación, valoramos la resistencia a microcina exógena del mutante curado D3
con respecto a la estirpe isogénica silvestre siguiendo dos tn6todos. Por una parte se
determinaron, por el método de la dilución crítica, las dosis mínima de MenSil que
,nhtb,an el aeczm¡ento de estas estirpes en placa de Petri MáS; por la otra se comparó fa
actividad bacrenctda de la mierocina sobre ambas estirpes, cuantificando el número de
células viables despide de ser tratadas toe diferentes dosis de MceEI7 (Figure 4>. En
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ambos casos se encontró que el mutante 03 era entre 8 y 10 veces más resistente a la
microcina B17 exógena que la estirpe isogénica silvestre.
LI minase 04.73-4 se caranedzó de una manera simila, al 03. En este caso se
constató, en particular. lo siguiente:
a) EJ fenotipo del mutante no cambiaba al curarlo del plásmido pMM73—4. La
sensibilidad al antibiótico no se modificaba y era comparable a la exhibida por mutantes
aspE. Sin embargo el mutase era normalmente sensible a los bacteriófagos Tula y
XVh434 como las estirpes silvestres ompr.
b) El derivado curada (04) exhibía una sensibilidad al antibiótico exógeno similar a la
del mnutante 03.
c) Al introducir en D4 el plismido pMMIO2, los clones transformantes crecían
normalmente en LB y M63 glucosa, y producían nricrocina El?. En realidad D4<.pMMIO2)
era indistinguible de D3(pMMIOZ). Ello sc conoboró valorando cuantitativamente su
resistencia a MccBl7 (CMI y actividad bactericida).
Por lo tanto concluimos que los niutantes 03 y 04 resultaban de mutaciones
cron,osón,icas que protegen a las bacterias de la MccBl7, tanto de la exógena como de la
sintetizada por las mismas bacterias mutantas. Ea otras palabras, La carencia de inmunidad
debida a la ausencia del gen mebO podría ser suprimida por esas mutaciones.
Hay que resaltar que la resistencia a MccBl7 exógena de los inutantes 03 y 04 no es
total, como lo es la de los mutantes sbnr.4 (taviiia e: aL, 1986).
A la mutación responsable de la resistevtcia parcial a MccBI7 del nrutante 03, la
denominamos sbinfi¡ (sensiiivity to B17 microcin, locus E). Por analogía, designarnos
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Figura 4. Sensibilidad a MccBl7 de varias estirpes de.E.coli.
Las células fueron tratadas con diferentes dosis de MeeBí? (10” UA/ml) durante 1 h.
Alícuotas de 0.1 ml de cada cultivo sc plaquearon en medio LE y se incubaron a STC
durante la noche para deteminar la viabilidad. <O) RYCIOOO (rc436 star); (a) DJ
(rec456 sbmlil); (u) RYC1O1O (r.ck simA’); e) 1231 (recé’ shaW).
3 6 ‘a
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4.3. LOCAUZACION GENErICA DE LAS MUTACIONES sbmBl Y sbntfi2.
4.3.1. Inserdón de oms trauposárs TalO próximo a taEl
Puesto que el fenotipo de resistencia parcial a MccBl7 conferido por sbrnBI y zhrisB2
no es fácilmente seleccionable, decidimos colocar el marcador Te’ (transposón Tufo) cerca
de sbmRl para facilitar la localización genética de la mutación. Pata ello se constn.yó
previamente un banco de inserciones TulE> en la estirpe MC4100 (shmR’) empleando el
fago >370 como se describe en el apanado 3.4.2 de Métodos. Sobre este banco se
prepararon lisados independientes del fago Pivir con los que se tizasdujo la estirpe 031
(D3(Xp(recM dm4)) sbmBhl construida como se describe en el apartado 3.5.3. de
Métodos.
Se seleccionaron los tmnsducmantes resistentes a tetracidina (tc) y entre éstos se
identificaron, por replica en medio minino M63 suplementado con MccBl7 (40 UA/ml),
seis clones que habían perdido la resistencia a n,icrocina. Al probar estos clones Te’ Mcc’
para los otros marcadores de la estirpe 031 se encontró que dos de ellos crecian en medio
M63 ribosa (sin glucosa). Este resultado indicaba que hahiamos colocado un TalO cerca
del locus sbntB y que con ese mIO habiamos cntnnsducido no sólo el alelosbrnff sino
también el alelo rbr (recuerdese que la estirpe 031. como la 03, es rbrál (Rbs)). El locus
rbr está situado en el minuto 84 del mapa de Ecolí (Bachmaim. 1990). Este resultado
sorprendente. pero afortunado, facilitó los experimentos destinados a localizar de forma
precisa la mutación. En efecto ya rabiamos que la mutación simil) estaba en la proximidad
del minuto 84.
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4.3.2. Localización genética de la mutación sbmBl.
Pan precisar la localización genética de la mutación shatBl, realizamos varios
experimentos de transducción con PI, que implicaron a dos, a tres y a cuatro mwadom
genéticos del minuto 84 del cromosoma o próximos a esta región. Además de shaW. itas
y TalO, se emplearon marcadores: Uit, distA y recF (Bacbmann, 1990).
Con el fin de establecer el grado de ligamiento entre los marcadoreszMnBl , atas y TalO
y su orden relativo, se infectó tnicialmnente la estirpe D31 (RbC Te’ xbaill<Mc¿)) conun
Usado de fago Pl crecido sobre la estirpe VM21S (RbC Te’ shaW(MC¿)). Se
seleccionaron los trausductantes re’ y Rbs’, que fueron analizados para Los marcadores no
seleccionados. Los resultados, mostrados en la Tabla ZA, indican que el transposón TalO
se ha insertado muy próximo a simA!, puesto que el 95% de los tamasductantes Te’ son
MccS (sbm~B’); y sugieren que el transposón estA situado entre los marcadores rbs y
sbmli>.
Pasa determinar la localización de shmBl con relación al locus rbs, se empleó el
marcador Uit situado a la derecha de este último, Para ello se infectó la estirpe 172100(11v
Rbs’ Te’ sh.wW(Mcifl) con un usado de fago PI crecido sobre la estirpe VM11 (11v Rbr
Tc’ sbmfil(Mcc’7>) y se seleccionaron los transdvdantes Te’ e flv, que fueron analizados
para los marcadores no seleccionados. De los resultados obtenidos (ver Tabla 23) se deduce
que la mutación sbmfil y el transposós TalO están situados a la izquierda de ate, ya que
el 29% de los trausductantes Tc’ son Rbs y solamente el 16% son Uy’. Esta conclusión
sc cortfir,nó con el análisis de los transductantes 11v’ de los cuales el 88% son Rbs; el
13% Te’ y el 8% Mcct.
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A la izquierda de itas en el minuto 83 del cromosoma de E.coli, se encuentran los genes
dacA y recF con respecto a los cuales se localizó a continuación sbmfil. Para ello. se
infecté la estirpe Cli (DnaÑ Te’ sbmt(Mcc’)) con un lisado d. fago Pl crecido sobre lz.
estirpe VMI1 (OnaN Te’ sbntfi¡(Mcc’)). Se seleccionaron los transductantes Te’ a 30’C,
que fueron analizados para los marcadores no seleccionados. Además, se infectó la estirpe
031 (DaaK Te’ sbmli ¡(Mcct» con un tinada d. fago Pl crecido sobre la estirpe C16 (CII
id::ThIO) (DnaA Tc’ sbmff(Mcc’)), obtenida en el cruzamiento anterior. Los
transductantes Te’ seleccionados a 30C se analizaron para los marcadores no
seleccionados. Los resultados obtenidos en ambos cruzamientos (ver Tabla 2Q indican que
el tnnsposón Tule está insertado a la derecha de dacA (en el primer cruzamiento el 97%
de los transdudames Te’ son DnaA’ y el 95% Mcc’ (sbmBl); en el segundo, el 87% son
)~ y el 86% Mce’ (sbnB’)). Además de estos cruzamientos se deduce que sbsnBl está
a la izquierda de dacA (los transducrantes minoritanos son Mcc’ DnaK y Mcc5 ~
respectivamente).
Después se infecró la estirpe V5702 (RecE Te’ sbmB’(Mcc’)) con un lisado de fago Pl
crecido sobre la estirpe VM11 (RecE Te’ sbmB1(Mcc’)). Se seleccionaron los
transductantes Te’, que fueron analizados para los marcadores no seleccionados. De los
resultados obtenidos (ver Tabla 20) concluimos que la mutación shanB¡ está a la izquierda
del locos recF (el fenotipo minoritario es RecE Mcc’). Esta conclusión fue confirmada con
el cruzamiento reciproco: La estirpe 031 (RecE Te’ sbmll(Mcc’j) nransducida con un Pl
crecido sobre la estirpe V5702 zid::TnIO (RecE Te’ xbmfi’(Mcct)).
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42.3. LocalIzación genética de la mutación sbnsRZ.
Puesto que la mutación sbmB2 producía id¿ntico fenotipo que la mutación sbinfi>
asumimos que debía afectar al mismo gen y por lo tanto debía estar muy próxima asbralil.
Por esta razón comprobamos directamente si la mutación ,bmB2 estaba a la izquierda de
reeF)43. Los resultados de la Tabla SE muestran que efecúvamerne eme es el caso.
Con el fin de establecer cual de las dos mutaciones aisladas, ibaS) o sbmli2, estaba
más próxima a recE se realizaron los siguientes cruzamientos. Las estirpe 031 (sbmfi¡)
fue tmnsducida con un lisado de fago Pl crecido sobre VM4L (sbntli2 rjd::TnIO) y la
estirpe 041 (shtnfl2) lo fue con un lisado Pl crecido sobre VM11 (shmB) dá::Tr,IO). Se
seleccionaron. en ambos casos, los trat,sductar,tes Te’ que fueron analizados para el
marcador MccBl7. Los resultados de la Tabla tE muestran que todos los tmnsductantes Te’
cnn Mce’. Hay que resaltar que no se obtuvo ni un solo recombinare y, por consiguiente,
no se pudo establecer el orden de sbmfi) y sbnxB2 con respecto a recE. Este resultado
indicaba claramente que ambas mutaciones estaban muy próximas. y afectaban quizá al
mismo triplete.
Todos los resultados obtenidos cn estos estudios genésicos están representados de forma
esquemática en la Figura 5. Dc estos resultados concluimos que las mutaciones iba») y
sbm52 están situadas a la izquierda dcl locos recE y muy próximas entre 5’.
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LOCALIZACION DE sbmS2 CON RESPECTO A recE
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Figura 5. Disposición de los marcadores empleados en la localización genética de
sbmfil y sbmB2. Los números representan los tantos por ciento de corransducción entre
los respectivos marcadores.
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4.3.4. [ocalizacionde la mutación sbmRl con reladóa al gea crR.
Los datos genéticos expuestos hasta el momento, sugerian que Ja mutación sMnBI está
muy próxima a 0rB y, probablemente, dentro de este gen. El locas prli codifica la
subunidad E de la DNA guasa (DNA Topoison,era U de LcoU) (Cellen, era/. 1976(a)),
que es una de las enzimas que controlan y modifican el estado topológico del DNA.
Mutaciones de este gen confieren resistencia a c,.amarinas (novobiocina y coumermscusa A,)
(Cellen, ci al. 1976(b); Ryan, 1976; Orr, er al. 1979), una familia de antibióticos que
inhiben comperitivarnente la unión del ATT’ a la subunidad B de la DNA girasa (Sugino
cr al., 1978: Síaudenbauer y 0ff, 1981).
Con el tu, de establear la localización de shnaD¡ con respecto a ~rB aislamos
n~utantes espontáneos resistentes a coumennicina A, (Cott) de la estirpe RYCIO1O. El
~do de ligamiento ente la mutación0r8320<Cou’) de uno de estos mutanres (RYCIO2O)
y la mutación shrnBl se determiné mediante experimentos de tnnsducción. Para ello se
inicad la estirpe RYCI 020 <Te’ Co»’ .rhmb’(Mcc») con sin Usado de fago Pl crecido
sobre la estirpe VM1 1 (Te’ Cou’ sbmAl(Mcc’)). Se seleccionaron los ttansducíantes Tc’,
los cuáles se analizaron para los marcadores no seleccionados. Posteriormente, se infecté
la estirpe 031 (Te’ C.ou’ sbn¡B¡(Mcc)) con un lisado crecido sobre la estirpe RYCIO2O.1
(Te’ Cou
t shafi’(Mcc’)), obtenida en el cruzamiento anterior. Como antes los
transductantes Tc’ se analizaron para los marcadores no seleccionados.
Los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 2G, indican de forma inequívoca que
ambas mutaciones están estrechamente asociadas. Además, el análisis de los transductantes
obtenidos en el segundo cruzamiento, sugiere que sbmBI está a la izquierda de la mutación
gyrB32O(Cou’). En efecto, la clase minoritaria en el segundo cruzamiento, la que exige un
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TABLA 2G.
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doble et,trecruzam¡ento, la constituyen los transductantes Mcc1 Cout. Los resultados del
cruzamiento reciproco no conflaman esta conclusión de forma concluyente, pero tampoco
la contradicen. Uno de los transductantes minoritauios Te’ CouZ Mc?, denominado
RYCIO3O, portador de las mutaciones sbaB) y gyrBS2O, se empleó en el donado de las
mismas, como se describe a continuación.
En resumen, estos resultados confirmaron un ligamiento estrecho entre la mutación
rbi»») y el gen pr», situado en el minuto 83 del mapa genético de Leal.
4.4. CLONADO DE [AS MUTACIONES sbmfil Y prB32O.
4.4.1. AnálisIs de dondoancia/receslvidad de las mutadona sin») y gyrB32O.
Los resultados de los cnazamtentos anteriores indicaban que las mutaciones ibm») y
sbmB2 estaban a la izquierda de recFl43, muy próximas a la mutación gyrB32O(Co..fl,
probablemente a su izquierda. Por consigisierne, sbali) y sba»2 podrían afectar al locis
gyrfi o a otro situado inmediatamente a su izquierda.
Partiendo de la hipótesis de que las mutaciones ibm»)y gyrB32O(Cou’) afectaba al
gen pr», transformamos las estirpes 031 y R.YC1020 con el plásmido pMK47 (Km’) y
cxanuna.’nos los fenotipos de los tnnsfonnantes pan ver si esas mutaciones eran
dominantes o recesivas sobre el tipo silvestre. El p~ do pMK47 es un derivado del
piásniido multicopia pKCI6 en el que se ha donado el gen pr» (Mizuuchi, eral. 1964).
Los transfonnantes Km’ de la estirpe 031 (Mcc’) recuperaron la sensibilidad a míaucsna
817. mientras que los transforn,antes Kan’ de la estirpe RYC1O2O (Co»’) permanecieron
COmaL. En otros términos, la mutación iba») se comportaba como recesiva y la mutación
gyrfi32O como don,tnante. Sorprendenren,eníe. al transformar estirpes silvestres con ci
mismo píásrnido encontramos que los transformantes Kan’, aunque conservaban la
sensibilidad a rnicrocina 817, eran resistentes a la comamerraicina A> En otras palabras.
gyrfi cii alto número de copias confiere resistencia a comamentilcina A..
Estos resultados sugerian que sbm8! afectaba verdaderamente a fl’rS. Por Otto pare.
‘lado su carácter aparentemente recesivo, era claro que no podia ser donada por selección
directa. Sin embargo, la mutación sbmRJ oodria cionarse dentro de un fravnento que
contuviese el gen gyrB. seleccionando para resístencta a coumcnnsctna A..
4.4.2. CItando ¿o vivo de las mutaciones sbmfil y gyrB32O.
Teniendo en cuenta los resultados y consideraciones anteriores, decidimos donar
~vrR3O¡ y a reción eromosómíca adyacente en 00 vector multicopia. seleccionando clones
resistentes a coun,ermicina A> Para ello sc urdirá el plásroido pGElO9 que contiene el
mini— MudtI4O4Q. Las bases téorica y practica de este método se describen en detalle en
el apartado 3.10.1 de Métodos Concrcíanjcnte. sc procedió como sigue. Células pop300l.ó
Muces siam») gyrB32O (Mce’ Gou’Á se transformaron con pEGIOG. seleccinando los clones
Gen5. Después de incubar a 42’C la repricadión “la transposición de Mu se recuperaron las
partículas virales con las que se infecto pop300l 6 Muera seleccionando los clones Co?
Cou’, 30’G. Estos clones debenan albergar plasmados constítuidos por el mini—Mu
replicón Mudtl4O42 y Úa~íacníos de DNA croniosórnico de la región gyrS de RYC1O3O
(sbmB¡ gyrfiflOY
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En efecto, cuando se aislaron los plásmidos de vanos de estos clones y se digirieron con
diferentes enzimas de restricción, encontramos que todos ellos contenían un fragmento
cromosón,ico de 12 - 14 kb cuyo mapa fisico coincide con el de la región genómica 9U5
contiene el gen ~rB (Hansen y Meyenburg, 1979; Kobara eral., 1987). AJ introducir estos
plásmidos en otras estirpes se encontró que, como se espetaba, no modificaban el fenotipo
Mcc’ de la estirpe 03 (Mitas>. En cambio alteraban el fenotipo Mcct de RYC1~3O
(Marts), la cual adquirió una débil resistencia a microcina B17 <fenotipo Mcc7). De hecho
esta resistencia era dos veces superior a la exhibida por los controles tsogémcos silvestres
Volveremos sobre este fenotipo peculiar Mcct más adelante.
De estos resultados, concluimos que los plástoidos aislados portaban realmente el gen
Dr» de la estirpe RYCIO3O (siam») gyrB32O) y secuencias adyacentes de DNA
cromosómnico.
4.4.3. Subcjonado de las mutaciones siam») y gyrR320: Construcción de los plisaMos
pCXD500 y pCIDSO9
A partir de uno de los derivados mini—Mu Cosi’ analizados donamos un fragmento
BamHl de 8,5 kilobases en la diana »amHI del pBlt322. Los plismidos pClD500 y
pClD5O9 (Ficura 6A y 61) resultantes de donar este fragmento en las das orientaciones
posibles. complementaban la mutación gyrfi (rs) para crecimiento a 42”C, y la mutación
recF¡43 para resistencia a radiación UV. y además conferían resistencia a coumermicina
A, a estirpes Couí. Estos plásmidos no modificaban la resistencia a MccBl7 de estirpes
sbmfi),r conferían el fenotipo MccT de tolerancia a MccBl7 a estirpes silvestres.
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Figura 6 Mapa ttsico y c.ncteriaticaa relevantes de los plasmados empicados en rase sraba3o. La columna
Cosa indica el fenotipo coumetTnJctna A, que cada pliamido confiere a ctlulas rl (Coma’) ut presencia de
16 ~/n,i de cesaaneatnicina A,. Las lineas gruesas represenun secuencias de pBR3Z2, y las finas secuencias
de DNA cromnadmico. Esa fechas indican la localización de Úsaspownes TaS insertos en el plísmido
pCID500. Los símbolos tipifican: a &al4t; Og: RgItt; E: EcoRl; N: Nno!; P: hmll; S: Salt: 5.: Sectí:
Sm: Sinaí; Ss: Sn¡t’ FI astezisco indica dianas de tesesiecton que se piezdcn en el conrspondsente pliamido
de deleción.
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Estos resultados indicaban que el fragmento de 8,5 kb contenía los genes recF y urB,
y muy probablemente la mutación siam»).
La confirmación de las conclusiones anteriores se obtuvo como sigue. El nivel de
resistencia a MccBl7 expresado por la estirpe ¡1316 <0n8(Ls)) (Otr y Staudenbauer, 1981)
portadora de estos piásmados (pCtD500 y pCID5O9) dependia de la temperatura a la que
las células eran crecidas. En concreto, los transformantes Ap’ presentaban el fenotipo
Mc? (tolerancia a MctBl 7) a 3ffC. mientras que a 42’C eran tan resistentes al antibiótico
como las estirpes siam») (fenotipo Mcc’).
4.4.4. La, mutaciones siam») y Cou’ afecta al gen u’» verdaderamente.
Con el fin de confirmar la localización de sianaRl en nr», mutagenazasnos el plásmído
pCID500 con el transposón TaS tal y como se describe en Métodos (apanado 3.4.1). Mi
obtuvimos plásmidos derivados de pCIO500 con inserciones TnS dentro y fuera del gen
gyrB (Figura ÓA).
Con estos derivados tnnsfonnamos varias estirpes isogénicas (Cou
t Mcc5, Cosi’ Mcc’.
Cou’ Mcc’ y Cou’ Mcc’) y analizamos los fenotipos de los transformantes. Los resultados
se presentan en la Tabla 3.
Los plásmidos con el transposón TnS fuera de ~r» no modificaban el fenotipo
naicroesna de las estirpes Mcc’, pero si el de las estirpes Mcc5. Estas últimas adquirian el
fenotipo Mc? de tolerancia al antibiótico. Los transfonnaaues Mc? eran aproximadamente
dos “eccs más tolerantes a MccBl7 que una estirpe Mcct. Como se esperaba fados los
transformantes eran Cou’.
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Los plásmidos con el transposón TnS dentro depr» no cambiabao el fenotipo MccBhl
de la estirpe receptora. ya fuese ésta Mcct o Meca, y tampoco su fenotipo Cou, ya fuese
Cou’ o Cou’. Es decir. el fenotipo Cou5 conferido por el plásnxido pCID500 a una estirpe
Cosat, desaparece en aquellos derivados
9C10500::Tn.S que tienen el transposón dentro del
gen gyrfi.
A continuación, analizamos el fenotipo conferido por los plásmidos pCLDSOO::TnS a la
estirpe 11316 lcr» (rs)). Como se esperaba. los plásmidos con el rra~posón Tn5 fuera de
pr» complementan a la mutación gyr»(rs). Es decir, las células transformadas crecian a
la temperatura restr,cuiva de 42’C. Además, a esta temperatura, tnanlfiestan un fenotipo
de resistencia a MccBll (Mcc’), idéntico al exhibido por la estirpe control siam»?
(pC[0500}. Cuando las condiciones de crecimiento eran las permisivas (3tVC). entonces los
transformantes LES16 (pCID500::TnS) presentaban el fenotipo Mcc’ previamente definido.
En cambio. los plásmidos pClD500::Tn5 con el transposón dentro depr» no modificaban.
a 3(VC, cl fenotipo Mcc’ de la estirpe LE316.
Estos resultados demostraron claramente que las mutaciones siam») y gyr»32O están
ambas dentro del gen pr». Por ello, a partir de ahora nos referiremos a la mutación siam»)
con la denominación de gyrB3O?. Analogan,ente, la mutación siaafl2 se denominará
gyr11302.
El fenotipo Mcc
7, más próximo al Mcct quc al Mcc’. puede ser reinterpretado a la luz
del conjunto de resultados obtenidos hasta aqus. Ese fenotipo se manifiesta siesfipre en
eciulas que contienen ambos alelos. el silvestre pr»’ y el mutado gyrB3O). De hecho el
nivel de resistencia a la microcina depende del cociente entre el número de alelos sosatados
de alelos silvestres en la c&lula. Cuanto mayor es esa relación, mayor es el nivel de
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coma
5 kaeet A íOk
CRSCEA42C
tau’ Mee’ A aoc
Con0 A4ccMA A20
CRECEAA2C
cou~1 ticeT A sok
Cot? Mte A 4200
NNO CRECC A 42 0
Cosa’ MCC5A 30 0
RYClOlO 0 5Ceo Mcc 0 1Ceu Mcc ‘5Cao Mcc 0 8Cao Mcc
RYClO2O Cou0 Mc¿ cou’ Mcc’ a ‘yCou Mcc Cou Mc¿
c3~ Cou’ Mc¿
0051a Mcc” Coma” Mcc’ Coma’ Mcc’
RYC1O3O Cou’ Mcc’ O OCou Mcc R •Coma Mcc Cou” Mce”
Tabla 3 Fenotipos conferidos por plásmidos pCID500::Tri5. cori el transposón inserto dentro
o fuera de c..rR. a as estirpes RYCIOIO I~r»), RYC1O2O (jyrB320(Coufl>, 031
tgyrBIO¡(Mcc’)), R’YC1030 (2yrB320(Cou’) v’rB3OI(Mcc”» y LE31Ó (gyrBQs)). los
sfn~boiús sienifican: Coma’. sensibilidad a coitenennicina A,; Cos?. resistencia a coumern,icirta
A> Mcc
5, sensibilidad a MecBlt Mcc’. tolerancia a N¶ccBl7; Mee’, resistencia a MccBl7.
La ¡olerancua relativa a MccBl7 establecida por el método de la dilución critica cs: Mcc5: E
MccT: 2: Mcc’: lO.
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exhibido por c¿lulas silvestres. Ello indica. cn contra de lo sugerido previamente, que el
alelo mutado no es recesivo respecto al silvestre. Más bien estos alelos son codominanees.
4.5. CLONADO DEL ALELO pr» SILVESTRE.
rara donar el gen silvestre isogénico de las mutaciones pr» que hemos seleccionado,
seguimos el método de Saarilahti y Palva. t1985) descrito previamente en el apanado
3 10.2. Este método permite la transferencia in riso de eenes crornosómicos aun plásmido.
siempre que éste porte un gen homólogo al cuc se quiere donar. Adernis se requiere que
cl alelo presente en el plásmido sea distincuible del cromoséinico, es decir, que confieran
fenotipos distintos.
La secaica aprovecha el hecho sicuienre bien conocido: el replicón ColE! necesita la
actividad DNA polirnerasa 1 de Ecolí para replicarse. El plásmido CoIEl y sus derivados
(como pBR32Z) no pueden mantenerse corno replicones autónomos en los mutantes PolA’.
a no ser que se integren en el cromosoma. Esta integración es posible si el plásmido posta
‘ana secucncia croinosémien ~ la bacteria posee las funciones necesanas a la recotnbinación
homóloga. En este caso, la inteanción plasroidica se produce por oes suceso de
recumbinación entre la secuencia con.5ún del plasrnido y dcl cromosoma. Estos integrados
pueden idemificanse si el plásmido posee un marcador sclectivo especifico.
A continuación, el cointenado plasmidico más las secuencias cromosómicas adyacentes
se transfieren mediante un taso transduc,or a una estirpe RecA~ PoIA’. en donde el
coinreerado plasmídico se resuelve por recornbinación homóloga, generando así plismidos
autónomos, unos portando el alelo original. otros el alelo cromosórnico. Se trata ahora de
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distinguir entre las dos clases de plásmidos aprovechando el conocimiento previo sobre las
propiedades físicas o lenotipicas de los alelos en causa.
Concretamente procedimos del modo siguiente: El alelo pUS (PoIAj se transdujo a
la estirpe RYCIOIO pr»; como se indica en Métodos. Un tmnsdudante PoIK se
r,anste,nnú con el plásanido pCIDSOO (gy¿atB3IO(Cou’) gyr»301(Mcc’» seleccionando ¡os
clones Ap’- Sobre uno de estos transformantes se hizo un lisado Pl con el que se tíansdujo
RYClOIO seleccionando los clones Ap’. Unas decenas de estos clones se reaislaron y
probaron para los fenotipos Cou ~Mcc. Como se esperaba todos eran Cosí’. Algunos eran
Mcct, como pCID500. y otros claramente Mcca. Se guardó el plásmido de uno de éstos al
que se denon,inó pCID510 (Figura GA). Este plísmido tenía la misma estructura física que
pCLDSOO. Al reintroducirlo en una estirpe Mcct no modificaba este fenotipo. Ea cambio
rendía sensibles a las estirpes Mcc’. Concluimos que pCID5lO poxtaba el alelo silvestre
pril’ de RYC1OIO.
4.6. CLONADO DE LA MUTACION gyrA3O2.
Para donar la mutación siane»2 seguimos el mismo procedimiento de Saarilahti y Palva.
(1985), pero utilizando en este caso el plásmido pCID51O como sonda y vector. Con este
plásrnido se transformó un derivado ¡>oW de 041 (RYCLOIO sbm»2), seleccionando los
transformantes Ap’. Sobre uno de ellos se hizo el lisado Pl correspondiente con el que se
transdtljo el mutante 041. Los rransductan:esAp’ se exaltunaron para el fenotipo MccBl7.
Como antes, los habla Mcc y Mcc’. Uno de los transducsantes Mcc’ se purificó y se
extrajo el plismido que contenía. Este plásmido. denominado pCIDS2O (Figura 6A). tenía
la misma estructura física que pClD500 y pClD5lO. Corno pCIDSOO, sólo conferia una
débil tolerancia a MccRl7 cuando se introducia en estirpes Mcc’ y, como ya hemos dicho.
no modificaba en absoluto el nivel de resistencia de las estirpes Mcc’, Concluimos que el
plásmido pCID52O contenía la mutación gyrR3OZ.
4.7. LOCASLIZACION VISICADELALS ML1?AClONESgyr»3O¡y~rB362DENTRO
DEgyrR.
Para determinar la región de pr» afectada por las mutaciones gyrB3Ol ~ gyrBJOl
decidimos, consrnlir genes híbridos que llevasen diferentes fragmentos del alelopr»’ y
de cada uno de los alelos mutados. ~examinar los fenotipos que conferian a estirpes Mcc5
~ Mc?. Sobre la base de los conocimientos previamente adquiridos deberia así poderse
identificar el fragmento fisico qoe contenía a cada una de esas mutaciones.
Dado el gran eamaao de los denvados pClDSOO, pClD5lO y pClD52O, y el elevado
número de dianas de restricción existentes en estos plásmidos se imponía preparar
derivados más adecuados a nuestro fin, lo que se hizo del modo siguiente.
4.7.1. Aislamiento de derivados delecionados de pCTDSU, pCTDSIO y pCTD52O.
Construimos, en primer lugar, los plásmidos pClD5Ol, pCID5II ~ pClD52l (Figura
ñB), eliminando el fraernento Nn,l dc 3.8 ch de pCID500 (nr»30) pr»320(Cou’)),
pCID5IO (pr»’) y pClDSZO tgyr»302) respectmvamense Esta deleción no afecta ni a gyrB
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ni a ¡¿cF. Por consiEvíente, estos plásniidos derivados confieren el mismo fenotipo
MccBl7 que el descrito previamente para los plásmnidos originales.
Los plásmielos pCIDSOL2, pCID5ll.2 y pCID52I.2 (Figura 6C) se construyeron a partir
de pClD5Ol, pCID5ll y pCW521. respectivamente, eliminando el fragmento Ss.eE de 340
pb situado dentro de ¡¿cF que contiene una dtana huí! Esta manipulación no afecta al gen
pr» y, por lo tanto, los nuevos derivados confieren el fenotipo MccBl7 propio del alelo
Dr» que portan.
4.7.2. Los geaes híbridos y sus fenotipos.
Con el fin de localizar físicamente la mutación gyril3fl, constnjimnos genes híbridos
Dril, la ‘*o, intercambiando los fragmentos ilgiii y Stul de los plásmidos pCID5Ol y
pCID511, y los fragmentos Ss.eE y Pnull de pCID5OI.2 y pCID5I1 2 A continuación,
transformamos células isogénicas pr»’ (RXCIOOO) y gyrB3O) (03) con los plásmidos
híbridos construidos y analizamos la sensibilidad a MccB1I de los transformantes. Los
resultados obtenidos (ver Figura 7) indican que los genes bibridos portadores del extremo
3 del alelo mutarne gyrR3O), concretamente del segmento Pts.11 (posición 2247) — Stul
(posición 2460) de 213 pb (Adachi ci al., 1987), no modifican el fenotipo Mcc’ de la
estirpe gyrB3Oi. pero confieren resistencia parcial a MccBl7 (fenotipo Mcc’) en la estirpe
Dril’. En cambio, los genes híbridos portadores del correspondiente segmento Fa..ti — 51.1
del alelo siltestre. confieren el fenotipo Mcc5 a la estirpe portadora, ya sea ésta pril3OI
o pr»’. El segmento considerado. Pts.11 — Setd de 213 ph, contiene la secuencia que
codifica los 55 aminoácidos del extremo carboxilo de la proteína GyrB (Yamagishi eral,,
1986: Adachi eral. 1987).
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flgura 7. Plásmtdos híbridos construidos por intercambio de fragmentos de trataicción Bglll,
Sacll. Sta! y Pta11 de los plásnodos pCID5OI lgyrBSOl> s pCIDSII (»rR’~, o de sus
den-vados de deleción. El fenotipo transformante indica la resistencia rejativa a MccBl7 de las
células transfonantes. establecida por el método de a diuctón crítica (Mcc5: 1; MccT: 2; Mcc’:
trn. las banas ne~as representan secuencias de pCID5OI o pCIDSOl.2. y las blancas
secuencias de pCIDSI 1 o pCIDS11.2. Los símbolos sigutliean: 8: Bamnffl: Sg: liglI!; E: Eco?.]:
N: Viril: P: hall: 5: Safl: Sa: Luí!: Sm: Sinaí: Sr: Símil.
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De estos resultados concluimos que la mutación gyrB3OI se localiza en el extremo 3’
de prB, a la derecha de la diana hiel! (posición 2247). Además, estos resultados excluyen
la existencia de una seetinda mutación a la izquierda de la diana Fn!! (posición 2247),
hacia el extremo 5’ deI gen.
Basados en estos resultados ~ los datos genéticos que revelaban un ligamiento estrecho
entre la mutacionesgy’B30) y gyrfi3O2. decidimos construir genes híbridos intercambiando
los fragmentos huí! de los plásmidos pClD5ll.2 <gyrW) y pCTD521.2 (gyr1302> El
análisis del fenotipo MccBIl conferido por estos plísmidos híbridos a estirpes ísogémeas
tvrB’ (RYC1000) y gyrB3O2 (D4) indicd que a mutación ~rB3O2 se LocaLiza, como
gyrBSOI, en el extremo 3’ de v’8~ a la derecha de la diana PÚgIL (posición 2247).
4.R. SECUENCIACION DE LAS MUTACIONES gyrS3D¡ Y gyrB302.
Los Irnonentos hull — SUd (213 ph) del extremo 3’ dc los alelas ¡nutantes y del alelo
silvestre de UrB sc purificaron en geles de poliacrilamida como se describe en Métodos
~ se donaron en la diana única EcoRV de la forma replicativa del fago M13gt13Q en las
tíos orientaciones posibles (los cones producidos por huí!, Sud y EcoRV tienen extremos
rornosí La selección de los clones reconibinantes se hizo de la manera convencional.
dentificando placas de lisis blancas en presencia del indicador dc fr-galactosidas., X—GI.
Las rnokculas de DNA de cadena única se prepararon por el método habitual y se
utilizaron los cebadores universales para iniciar la reacción de polimerización (ver
Mttodos) Las condiciones de la reacción de secuaciación dc las des cadenas de DNA de
cada fragmento ~ de su detencion por didcoxinucleótidos fueron las descritas por Sanger
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a al. (1971). La sectiencia encontrada en el fragmento Pvull — Stul del alelo silvestre era
idéntica a la encontrada por Yamnagishi e’ al. (1986) y Adachi ci aL (1987). Ea cambio
como puede constararse co la Figura 8, las secuencias de los alelos mnutantes gyrB3Ol Y
gyrB3O2 diferían en el mismo nucledrido respecto de la secuencia silvestre. En ambos casos
el pat de bases AT en posición 2fl1 del gen silvestre está sustituido por e’ par OC. Esta
cnnsiciátr afecta al primer micleátido del codón 751 del gen y genera el cambio 100 a
CGO. Es decir, el residuo Trp,,, es sustituido por un residuo Aig (Figura 8).













2240 2250 2260 2270
ACCCGGAAcAGCTGCGGGAAACCACTATGCACCCG
ProG1uG1nLeu~~G1uThrThrMetAspPro
Figura 8 sjncsarac,on de Las secucnc¡as dcl gen ?jrrR y del rutilante tsrBSO). Al: El lado derecho de la
cura ¡nuestra parte de la secucucía ~ela cadena codúicarve dcl frag,nen¡o Prr¿l1 (posición 2247) — SmI
ípus:c,or. 460i: cl izauserda. a secoenca de la cadena omplenientar,a. Las smbolos Teptesenlan: A. <7.
Ls 1 canales dc las ¡caecíoses ÓCSCCtCICLSC;O¡I ~sr dd-\TP. ddCfl’. ddc’T? y ad?]?. nesptce¡vamnente:
1 <anales correspond¡cn¡cs a la secuencia óel alelo nulanle ~rB3O1: 2 cardes coitespondienies a la
secuencía de alelo silvestre ~rB. Las lechas senalsa La posición del nucleottdo 251 cambiado B)
Secuenciad, La cejan de los aleLes oe8301 y vrB. nastrando el cambio Trp,~ — aig
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5) EL GEN urB Y LA RESISTENCIA A COUMERMICINA A,.
Como va hemos indicado la st¡bunidad B de La DNA guasa es el blanco de acción de
las cumarinas. De hecho el gen prB se identificó gracias a las mutaciones de resisrencia
a estos antibióticos. También hemos descrito el aislamiento de mutamos Cou’. La mutación
gyrB32O(Cou’) de uno de ellos (RYC1O2O). se utilizó como marcador selectivo en el
experimento de donado del alelo gyrBSO)(N4cc’), en base a la hipótesis falsa por la cual
asumíamos imnpliciramenre la dominanciade las mutaciones Co.?. No obstante, donamos
con exifo la mutación gyrRIO¡ a parir de la estirpe RYCIO3O (rrB.30¡ gyrBS2O<Cou’)).
utilizando el mini—Mudl14042 y seleccionando íransductarnes Co.? de una estirpe Cout
(pop300l.&) (ver apanado 4.4.2).
Los resultados del p±ne¶experinsemo de sustitución aléhca mediada por PI. cuyo
objetivo era donar el alelourB silvestre de la estirpe RYC1O1O. obligaron a replanteamos
a cuestión de la donminancia de los alelos Cou5. De hecho este replanteantiento nos ha
conducido al descubrimiento de un nue”o mecanismo de resistencia a cumauinas.
Recordemos ese experimento y sus resultados.
El plásmido pCID500 (Ap’, gyrSJO), gyrB32O(Cou’)) se introdujo en la estirpe
RYC1O1O poL4.5
0rR’. Sobre un clón Ap’ se preparó un lisado del fago Pl con el que se
infectó RYCIOIO poL4’ gyrB seleccionando los snnsductanses Art. En estos clones
(PoIA’) se reconstinaveron plásmídos por recombinación homóloga. Unas centellas de esos
clones sc resuspendieron juntos ~ se extrajeron sus plismidos. con los que se retransfornso
la estirpe RYCIO1O. seleccionando como antes los clones Ap’. Cuando estos transformantes
Ap’ se probaron para resistencia a MccBl7 y cosamermicina A, encontramos que unos eran
Mcc’ y oreos Mcc
5 como esperábamos, En cambio todos ellos cran Cou’, un resaltado
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realmente inesperado. La existencia de plásmidos Mcc5 indicaba que la mutación ~rft3Ol
no estaba en estos plásmidos, es decir que la sustitución génica de prB habla sido un
éxito. Normalmente estos plásmidos, o al menos la mayoría de ellos, no deberian contener
la mutación gYrB32O. y sin embargo todos ellos conferían el fenotipo Co.?
Dos hipótesis podrian ser avanzadas pata explicar estos resultados:
a) La estirpe RYCIOlO condene una mutactón Cou1 que sólo se manifestarla en alto
número de copias.
b) El gen ~rB en alto número de copias confiere resistencia a coumerniicina A
1.
Estas hipólesís se pusieron a pnaeba como se describe a continuación.
4.9. CLONADO DEL GEN gyrB DE LA ESTIRPE pop
3351 (Co.?).
A partIr del plásnsido pC!D5lt) (Mc¿), generado en el experimento anterior de
sustitución alélica, se constnayó el derivado delecionado pC!D510.1. que conserva el
extremo 5 de p,B. hasta la diana Smal, es decir, los 69 nuclcótidos iniciales del gen
(Figura 6!) Este plásmido contiene además las secuencias 5 y 3 adyacentes a urB, que
permiten su urilizacíón en experimentos de reernplazasniento alélico. Con pClfl5lO.1 se
clonó el gen
0rB de la estirpe pop
335i por el procedimiento de Saarilhati y Palva, cuino
se lazo previamente pata obtener el plásmido pODSlO. Una vez más todos los clones Ap’
¿sae se obtuvieron, eran Co.?.
Este resultado podxia ser explicado si la hipotética mutación Cou’ de RYC1OIO donada
en pCID5tO estuviese en el pequeño fragmento no deleclonado en pCID51O.1. enwreto
cl segmento de 69 nucleátidos. Por ello decidimos donar el gen urB de popS3Sl in pUro.
lOes
Con este fin construimos un derivado de pCID5O9 eliminando dos de sus fragmentos
Eco?.! como muestra la Figura 6K El plásmido resultante, pC!D509.8, conserva solamente
los 6 primeros nucleótidos del extremo 5’ de pril. A este plásniido abierto por la diana
Eco?.! ligamos ¡a vifro fragmentos Eco?.! de 6 a 8 kb de tamaño, generados por una
digestión total del cromosoma de pop3351 y purificados por electroforesis en gel de
agarosa, como se describe en Métodos (apanado 3.931. Con los plásxnidos obtenidos
:ranstormamos la estirpe LE316 recAS6gyrfi(is;, seleccionando los clones Ap’ que crecían
a la temperatura restrictiva (42’C). El análisis de restricción de los piasatidos penados por
cssos clones demosrró que llevaban donado el gen prB de pop33Sl, dentro de un
irnorento Eco?.! de 7.5 kb. Este pulsando, denominado pCIDS49 (Figura fiL) también
confiere resistencia a coumermicina A a una estirpe sensible. El mismo restaltado se obtuvo
con pMK47. un plásmido que contiene cl gen gyrfi sil”estre de un origen diferente
(Minuchi ¿e aL. 1984).
De estos resultados concluimos que la hipotesis de una segunda mutación en ~rB es
muy improbable. puesto que alelos silvestres gyrB pertenecientes a estirpes Cao5 de
origenes diferentes confieren el mismo fenotipo Cosa’. Por consiguiente, la resistencia a
coumenn,cma A, se deberla a la presencia de numerosos nIdos UrB saltestres
4.10. EFECTO DE LAS DELECIONES DEL EXTREMO 3 DE gyrfi EN LA
RESISTENCIA A COUMERMICINA A,
Durante los experimentos dirigidos a localizar fisicameme la mutación prESO) dentro
de urB. construimos genes híbridos ntcrcan,biando fragmento hall de pCID5OI.2 y
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pCID5I1. (Figura 6C). En este experimento obtuvimos plásmnidos constituidos únicamente
por el fragmento mayor huí! que contiene el origen de replicaci& y el marcador bis
(Figura 6D). Estos plásmidos, denominados pCID5OI.2S y pCID5I1.25, tienen delecionado
el extremo 3 del gen prB desde la diana P%’u[I, es decir, carecen de los 168 nuclcétidos
finales de este sen. Como cabia esperar, ninguno de estos plásmidos delecionados
complementaba la mutación gyrBQs> de la estirpe 11316, para crecimiento a CC. Sin
embargo, constatamos el siguiente hecho sorprendente: los clones portadores de la deleción
3—huí! del alelo prB32O(Cou’) (plásmido pCID5OI .25) eran Co.?, mientras que los
portadores de la misma deleción 3—Ps’ull del alelo silvestre orE’ (plásmido pCID511.25)
eran Co.?. cuando se crecieron a 30’C. En otras palabras, la eliminación de los 168
nucícótidos finales del extremo 3 dv 0rff no afecta a la capacidad del gen de confeti,
resistencia a cournerrnicina A. cuando está presente en alto número de copias. Sin embargo
la deieciórs del mismo fragmento del alelo g.yrB32O(Cou’) provoca la pérdida de esta
res istelicia.
Un resultado similar obtuvimos con el plásmido pCID54O.2S de estructura análoga
gyrB(3—APvuIfl, construido a partir de pCID54O (gyrfi’ de pop
3SSL). Este plásniido
confiere el mismo fenotipo de resistencia a cournermicina A, que pCIDSI1.25.
Estos resultados sutieren que la resistencia conferida por el gen ~rB’, en alto número
dc copias, es debida a la sobreproducción de proteina GyrB, que titularía la cooznermicina
A, intracelular. Esta hipótesis está apoyada muy fuenemente por el hecho de que el gen
delecionado (3’—áPvull) y donado del alelo silvestre protege como el gen silvestre
completo, mientras que el derivado Ahulí del gen mutado no confiere resistencia en
absoluto,
£8
Nos preguntamos si fragmentos más pequeños del extremo 5 de rrB conservarían la
capacidad de proteger a las células de a counjermicina A,. Can este proposito,
delecionamos los fragmentos Salí y Sftd del extremo 3, asi como el fragmento interno
Bg¡ll del gen silvestre urB (Figura 61’. 0. H respectivamente). Los derivados de deleción
gyrfi(3—ASaLI) (plásmiúo pCIDSI2.3) también conferian resistencia al antibiótico. Sin
entbareo los derivados grB(3—AStul) “ gyrB(3—ABglll) (plásntdos pCID5I4 y
pC!D51 1.26. respectivamente) habían perdido esta propiedad.
En paralelo, construimos los derivados de deleción homólogos 3—ASaZ]. 3—Asnal y 3—
áBglH en el alelo mutado gyrB32O (plásmidos pC1D5O2.3. pC!D504 y pCID5OI.26).
Ninguno de estos plásmidos conferia resistencra a] antibiótico a células Cou’.
Para determinar si la pérdida de resistencia de los truncados gyrB32O en debida a la
deaadación de los polipéptidos que sintetizan, examinamos su estabilidad en maxicélulas.
Los productos plasaridicos fueron marcados con [‘S1.-merioninaen experimentos de pulso,
y de pulso y caza, y analizados en genes de poíiacrilamida—SDS como se describe en
Métodos, La Figura 9 muestra las proteínas generadas por estos plásmidos portadores de
genes truncados gyril, tanto del alelo silvestre como del mutado. Todos los plásmidos
analizados sintetizan polipéptidos estables del tamaño esperado: 84 kDa para los derivados
huí!. 55 tWa para los Salí. 43 kDa para los Bglll y 36.5 kDa para los SmI (Figura 9). El
producto de 36.5 kDa. sintetizado por los derivados de deleción 3—ASatil. es un polipéptido
híbrido constituido por los 318 a,ninoicidos del exrren,o NIf,-’ter,ninal de la proteína GyrB
más 11 residuos adicionales codificados por una secuencia extragénica situada a a derecha
del extremo 5’ de urB. Esto sc deduce de la secuencia de urB y resiones adyacentes
publicada por Yarnagishi el al.. 1986 y Adachi a al.. 1981.
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Figura 9. tdemdlcacidn de la postema Civín y den derivadoi ra delecián del externo caibonla Las matcitulas
fuerte prepauídas, mascad.. y soaneuda a deamtoíeums en ~el~ dc 5D5-policliasnid. (50%) como se desembe en
M&odo. A). CanOa: t. pCtflSOt.Z tn,BJY); 2. pctDSII2 IntEl: 3y 5. pcmsol.2$ Wf8320(AFilitJ)) ~y’,
rCtDfll.25 t~r8<U.’.tl)t 7, pBR3l2 8, RYClOos: 5 y 6 repettatia, caperinenios dc putso y can BI CarIta: 1.
pCI»all.= tirE); 2 pCIDSII.25 L~rB(4pvall)l, 3 y 5. pClDSD2.3 lp’B32O<ASatfll; 4 y 6. PCODII2.3
(vrRNñSdll). 5v6 representan experimentos depul.ovcan.C)Canilea: IyZ.pClflS)t.26 tv’BG$Bh~fl)); 3y4,
ÑID5OIIk i~r832OtlBgttfl); 5 y 4, pC1D314 tp,B’taSaat)l, ~ y 8, pCID5O4 t~rSflO(ftStul)); 1. 3, 5 y ~
epecsemantcpennefíos de ¡mIso y can. t,os cIsneros del lado derecho de la cada lIgera indican ~i imnafio (en
kilndaltonsi de tos dite,enín polipdpuidw y los del lado izqíÉcrdo. cl amaso de tos patrones de pesa molcoadan.
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Estos resultados indican que la secuencra de urB desde su extremo 5 hasta la diana
SC¡I (posición 1501) es suficiente para proteser de la coumerrnicina A, a las células Couí,
y que la secuencia comprendida entre el nucicótido 953 (diana Sul) y el 1501 es necesaria
para que esta protección sea eficaz. Además, sugieren que la mutación gyrB32O debe estar
situada a la iz9uierda de la diana Salí, hacia el extremo 5’ del gen.
4.11. EFECTO DE LA DOSIS GENICA DE urB EN LA RESISTENCIA A
COUMERMICTNA A1.
En base a los resultados anteriores, decidimos valoras el efecto de la dosis génicasobre
el nivel de resistencia a coumermicir,a A, conferido a células Cota
5. Con este fin
construimos inicialmente los plásmidos oli~ocopia pC1D507 y pCI0517, donando el
fragmento Bern Hl de 8.5 kb de pCIDSOO y pCID5IO en el replicón pSC1OI que produce
de 6 a 8 copias por genoma bacteriano.
Transformamos la estirpe RYC1O1O (Cosa5) con la colección de plásmidos rnulticopia
(derivados de pBR.322) portadores de secuencias de los alelos gyrB32O y urB’ y con los
plñsniidos oligocopia pCID5O7 ~ pCiDSl7. Para valorar el gado de resistencia a
cosasnermicina A, conferido por estos plásmidos, determinamos la concentración minima
de antibiótico que inhibia el crecimiento de las estirpes transformantes y del mutatnte
cromosómico RYClO2O. Los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 4. indican que
la resistencia al antibiótico es 32 veces mayor en el niutante cromosónlico (RYC1O2O) que
en la estirpe silvestre (RYCiO1O), y 8 veces mayor en células portadoras de los genesr1
en multicopia (plasniidos pCI0500 y pCIDSIf». Este mismo nivel de resistencia es
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Tabla 4. Concentración mínima inhibitoria (CMI) de coumermicina A, para las estirpes
isogénicas silvestre y mutantes y para bacterias transformantes sobreproductores de
diferentes polipéptidos GyrB. LaCMI fue determinad en medio mínimo como se describe
en el apanado 3.1.4. de métodos. Las MICs de novobiceina para las estirpes RYCIO1O Qn
ESTISPE COVMERSIOWA
{ RVt,000 <g,,S tSASU/ a
*CIOIO toyttinAt
I ~ (gyrttfl<0.n?l) ‘S0ftyClfll ti’t•SZtCfl It 320Rcloss tgy’SSIJICO,)> 160
I ~ (peIOtl7I (gyaS. ot~.Ooa0Ía> 50R,t,Oi0 (.C’O•0~) (.y,•32O(CO, 1, ,II..flBiBI 40
I ftc,O,0 IpOjOSiO) (tr’s . .,,It ecp, a) 40t,oiO (pOlOSCO> 4grS*tO<0ew1). anItIcopia> 40
taNeblo (pOIO•Il.tS> (Saab Apoya. p~Iti@tpi•t 40RVCIO1O (pOéOSOl.25) (n,SS*0 A n41. .wItieop.a) a
IaNtIOI (.ObOSiSAI 4sflS AliS unlc.pi.I 20Acholo b.cuo•oa.S> (Dram Atad. ..~k..é.t a( Aycsoso potosía) (gyib AjmuL •sItI..pist a
ANchase (pcIO•Ott (,,..ban AS*.4. .tsé•i...,t)
I ayeío,o (peét$ítaS) Igy’b A bgefi. awIt6c.paI 5•xc,oío tpcIo.0,.fl) (grano Abon. •uIti.nia)
gyrB) y RYCIO2O (
2yrB320) fueron de 0.5 y >4 mg/mí, respeetivanlentt.
VII
conferido por el derivado de deleciér, 3—AP’ull y la mitad por el derivado 3—AScII del
gen silvestre (plásmidos pCID511.25 y pCIDS12.3). Los derivados de deleción homólogos
construidos en el alelo mutado no confieren resistencia a coumermicina A, (plásmidos
pCID5OI.25 y pCID5O2.3Y Por último, las células portadoras del gen silvestre gyrB
donado en un vector oligoccpia (plásmido pCID5 17) son dos veces más resistentes al
coumerrnicina A, que las células silvestre. Este resultado sugiere que a resistencia al
antibiótico es dependiente de la dosis génica de gyrfi
4.12. LOCALIZACION FISICA DE LA MItACIONgyrBJ2O.
En base a los resultados anteriores, es potable distinguir el alelo mutadogyrB(Cou’) del
alelo gyrB’. analizando la resistencia a coumernsicina A, que confieren sus derivados
delecionados 3—hall en plásenidos naulticopia. Por otra pare, estos resultados abren la
posibilidad de carrorafiar mutaciones de resistencia a coumermicina A, en fragmentos
específicos de gyrB.
Para localizar físicamente la mutación gyrBS2O inwrcambiamnos iniclalnaente los
fragmentos de restricción homólogos Bglll y Sn¡l entre los plásmidos pCID5OI.2 y
pCID5I 1.2 (Fienra 6). A continuactón. eliminarnos el extremo 3 dc los genes híbridos gyrfi
mediante ía dctecie3n del tramento Pvull correspondiente. Por último, analizarnos la
capacidad de estos derivados delecionados de conferir resistencia a coumennicina A, a
estirpes Cou5. Los resultados obtenidos, representados en la Figura 10, indican claramente
que la mutación gyrBS2O está en el extremo 5’ de gyrB, a la saquierda de la diana Bg¡Jl













Figura 10. Localización fisica de la mutación rB320(Cou’) mediante cl análisis de
los fenotipos Cou conferidos por derivados Ahuil dc genes hibrides gyrli, construidos
intercambiando fragmentos homólogos Bgfll, Sal! y Sentí de los plísmidos
pCID5O1/pCID5O1.2 <~rB32O) y pCIDS1I/pCID51L.2 (~rfl. El fenotipo tmasformante
indica resistencia a 16 pg/ml de coumermicina A, de los tmnsformsntes de 1. estirpe
RYCLOOO. Las hansa negras representan secuencias de pCIDSOL o pCIDSOl.2, y las
blancas secuencias de pCIDSt1 o pCID511.2. Los simbolos significan: Br 10MW; By
Bglll; E: Eco?.!; 1’: PvulI; St Salí; Sc: Salí; Sen: Snaal; St: Sentí.
.4
4.13. SECUENCLXCXON DE LA MLTACION gyrB32O.
Basados en el resultado anterior, purificarnos los fra2mentos EcoPJ (posición 6) — SgMl
(posición 428) de 422 ph del extremoS del alelo nnutantegyrilj2ó y del alelo silvestre de
ptA en geles de poliacrilaruida y se digirieron con la enzima Sau3A que los corta en un
único punto. De esta forma obtuvimos dos fra~nentos de cada uno de ellos, uno ÉcoRl —
Sou3A de 272 ph y otro .Sau3A — Bg¡ll de Y50 ph. Los primeros se subelonaron entre
las dianas EcoRI ~ BamHI de la forma replicativa de los fagos MI3mpt8 y MI3mpl9,
y los segundos en la diana BemHl de Ml3mplS en las dos orientaciones posibles. La
secuencia de las dos cadenas de DNA de cada fragmento fue determinada por el método
de terminación de la cadena por dideoxinucleóridos (Sanger er al., 1977). La secuencia
procedente dcl alelo silvestre era idéntica a la publicada anteriormente para el gen prfl
(Yamagishi rt a/., 1986: Adachi a al.. 19871. L’r,icamente apreciamos un cambio en la
secuencla del fragmento Su3A — Sg!11 del alelo ur8320 Este cambio consistia en una
íransversióra GC TA en la posiciÓn 407 <Figura 11), que produce la sustitución del
residuo Aig,. por Leu en la secuencia de aminoácidos de la proteína GyrB (Figura 11).
Postenormente se hasx donado dos nuevas mutaciones independientes urfi(Cou’)
(gyrBJ2l ~ gyrB322) por el método del reemplazamieno génico tia Pl de Saarilhati y
Palva. empleando como vector de donado el plásmido pCID51O.1. La secuetaciación de los
fraonentos correspondientes LeoRí — Sg/li del extremo 5 de estos nuevos alelos ha
revelado que ambas mutaciones afectan tarnbtén al codón 136. La mutación gyrB322 es
idéntica a gyrB32O (transvetsíón CC —. YA en la posición 407) y la mutación al’832)
es una transición CG — YA en la posición 406 que provoca la sustitución dcl mismo












Figura 11 ti<mDar.lc¡on ,:c las sccucici¿s del gea gyrfi ‘del natanle or8320. Al El lado dreectio de
.aiJCU¡ :nues1ra arle La .a’ecueIicla de la cadena <osi itic¡n,e del fragmento EcoRl <nosiesón tI — Rdtt
‘posic,t,n 425.1 dei diel,’ cyrB: x el ízya,eí do. la secuencra eonesper,dieníe del ateto gyrBj2O. lws sintúoius
ngrrí rirar,. é. 1.~ 1 s , .~er¿i,.s ~íae’pondíertes a las ,cacc’ones desecuencíacéon ‘.oi, 4JA7T, LñJCTP.
ILI(YIl’ sligdITF es~.c.¡varer,,e l.zs lechas señalar, la rrosreúail del rueieottdo .547 cambíado fil: Secuencia
de ¡datos ,; les aleles or1t320 trfl. nostrandí, el camhto .Mg, Lo.
5. DISCUSION
117
1. La mícroclna 817 y la DNA girasa.
El efecto fisiológico primario de la MccBll es la inhibición de la síntesis de DNA
(Herrero y Moreno. 1986). Este efecto es seguido por la inducción del sistema SOS de
reparación celular y, más tarde por la degradación del DNA. Puesto que en ausencia de
replicación semiconservativa no se observó inducción del sistema SOS, los anteriores
autores concluyeron que la MccBl7 bloqueaba el complejo de replicación, más
concretamente el progreso de la horquilla. Ello sugeria que alguna de las proteínas
implicadas en la replicación podía ser inhibida por la microcina 817.
Con el objetivo de profundizar en el modo de acción de la MccBl7 a nivel molecular
se ha efectuado el trabajo aqui presentado. Se han utilizado dos aproximaciones distintas,
tana de naturaleza genética que aquí se ha descrito en detalle, y otra de naturaleza
bioquímica. Bretemente. la aproximación genética ha conducido al aislamiento y
caractenzación de los mutantes parcialmente resistentes al antibiótico. Las mutaciones han
sido cartografiadas, donadas y secuenciadas. Ambas mutaciones aisladas por métodos
distintos, han resultado ser la misma. Se trata de una transición Al — OC en el par de
nucícótidos 2251 del gen urB. lo que genera el cambio del codón 100 por el codón CGO
de la posición 751. En otras palabras, el residuo Trp,,, de la stabunidad 8 de la DNA girasa
es cambiado a Aig. Este resultado sugiere que la microcina 817 inhibe la replicación del
DNA, mediante el bloqueo de la actividad DNA gima.
Como ya hemos señalado anteriormente, la DNA gima es un tetrámero, compuesto
de 2 subunidades A y 2 subunidades E. que caraliza una variedad de interconversiones
topológicas de las moleculas de DNA (superenmollamierito negativo de DNA de doble
cadena covalenternente cenado en un proceso dependiente de la hidrólisis de ATP,
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relajación de DNA superenrollado negativamente en ausencia de Al’?, y de DNA
superenrollado positivamente en presencia del nucícótido según una reacción análoga a la
de introducción de supervueltas negativas, formación y resolución de estnacturas anudadas
y de moléculas engaitadas de DNA de doble cadena). En concreto, la DNA girasa
bacteriana es la única topoisomerasa con capacidad para superenrollar negativamente un
sustrato de DNA, en una reacción que implica los siguientes pasos: unión de la holoenzima
al DNA, ruptura especifica de sitio de ambas cadenas de DNA, formación de enlaces
covalentes transitorios entre los grupos 5.-? del DNA y las Tr,n de las subtanidades A de
la holoerarima, paso de un seemento de DNA de doble cadena a través de la tuptura
generada y resellado del cnrte transitorio de las dos cadenas de DNA. Esta reacción está
acoplada a la hidrólisis de Al? (Gellera, 1981; WanL 1985)
La reacción de ropoisornerizacióta caralizada por DNA giras. es congelada en La etapa
de ruptura del DNA por las quinolonas. ctava accron se revela en presencia de agentes
desnaturalizantes de proteínas <SDS o álcaiú. E~ esas condiciones, el DNA cromosómico
aparece fra~ientado en trozos de tamaño variable y discreto (Gellert a aL. 1977: Snyder
~ Drlica, 1979; Franco y Orlica. 1988>.
Los otros inhibidores conocidos de la DNA sirusa son las cumarinas. Estos antibióticos,
a diferencia de las quinolonas. inhiben el superenrollamiento del DNA impidiendo
comperitivanrente la fijación del Al? a la DNA girasa (Sugino e: a¡..1978; Staudenbaaier
y <Mr. 1988.
Puesto que las dos mutaciones parcialmente resistentes a MccB17 afectaban a la
subunidad GyrB, se planted en el laborritono la caracterización ja. sifro e mn ,‘Ño del efecto
de la microcina 817 sobre las reacciones catalizadas por la DNA girasa. El estradio,
realizado por la Dra C. Hernández—Chico. cotisísitó en lo siguiente:
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a) Análisis del efecto de la MccBl7 sobre la replicación del plásmido ColEI en
extractos acelulares que contienen la maquinaria de replicación celular y preparados según
Díaz y Staudenbauer, (1982). Estos extractos han sido utilizados previamente pan estudiar
la replicacrón de diferentes plásniidos. En particular, la replicación de CoIEl que depende
~bsoltatamentede la maquinaria del huésped, requiere especificamente la actividad DNA
úasa en las etapas de iniciación y elon2ación. Por ello, este Sistema U. viern es útil para
caracteraza! la acción de antibióticos que inhiben presrarniblemente la DNA ginsa, tales
como la MccBhl.
Ese experimento demostró que la MccHh7 inhibe la replicación de CoIEL superenrollado
en los extractos de células sensibles. Al separar en geles de agarosa los productos de los
ensayos de replicacida. pudo observarse que la MccBl? tao produce ningthr cambio en el
superenrollamiento del DNA, a diferencia de la novobiocina que provoca una relajación del
sustrato. Sin embargo, en los ensayos con Mcciii?, se constató que buena parte del DNA
plasmidico incluido en el ensayo había desaparecido, es decir, había sido degradado. Puesto
que el arrtibiótico. por sí solo, no provocaba dicha degradación, se postuló que la Mecflh?
inducia la ruptura del DNA. el cual era a continuación degradado por nucleasas presentes
en los extractos celulares. La ruptura putativa del DNA debía ser mediada por la DNA
b) Con el fin de detectar la presunta ruprtrra del DNA inducida por MccBhl, se
efectuaron experimentos con este antibiótico análogos a los efectuados previamente con el
ácido oxolinico. Como se indicó antes, en esos experimentos se habia demostrado que el
ácido oxolínico bloqueaba el complejo DNA—DNA girasa produciendo la ruptura
treversible de la doble cadena de DNA (OdIen e’ al., 1977).
Corno con el ácido oxolínico, la incubación con MccBl7 de CoIEl en extractos de
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células sensibles, seguida de la adición de SDS y protetnasa 1<. produjo la linearización de
CoIEl. Esta ruptura de la doble cadena de DNA. como la inducida por el ácido oxolinico.
no es inhibida por novobiocina (Sugino el al.. 1978). Cuando sc realizaron experimenios
similares con extractos de células resistentes (~‘rfi3O¡) no se observó ninguna banda de
ColEl lineal. Este resultado sugiere claramente que la ruptura del DNA inducida por
MccBl7 está mediada por la DNA tirasa.
c) Por último se estudió el efecto de la MccBl7 ha vivo sobre el DNA cromosómico.
Cultivos exponenciales de una estirpe sensible (&vrB~) fueron tratados con MccBI7
durante 7 minutos. El DNA crornosómico de las células tratadas fue purificado y digerido
con las enzimas EcoRl y Aval, Los fraternentos. separados por electroforesis
desnaturalizados, fueron transferidos pot capilaridad a un filtro de nitrocelulosa. Tras su
fijación al filtro, los fra~entos se hibridaron con sondas radiactivas específicas de dos
retelones diferentes del cromosoma de E.coli, ci gen r~8 ~ el locus proU. Previamente sc
había descrito el patrón de fragmentos de DNA generado por ácido oxolinico en la región
de gyrfl (Franco~ Diuca. 1988). En la proximidad del locus proU se han encontrado dos
secuencias palindrómicas repetidas extragénicas (secuencias REP> a las cuales se une
especificarnente la DNA cirasa. habiendose propuesto oue estas secuencias RE? son el sitio
fisiológico de acción de a guasa en el cromosoma (Yang y Feno—Luzal Ames. 1988:
Gowrishanlcar, 1989).
Estos experimentos ¡It vivo revelaron que la MccBl7 ejerce, en células sensibles. un
efecto similar al del ácido oxolínico. Ambos anribióricos indujeron la ruptura del
cromosoma de células sensibles, produciendo un patrón discreto de bandas. Al estudiar el
efecto de la MccBl7 en otros contextos genéticos, se observó que el patrón de corte
inducido por Mcciii? en células rec.4 era idéntico al obtenido en células tecA’. El patrón
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de fragmentos producido por la Mcciii? era similar, pero no idéntico, al producido por el
ácido oxolinico en el experimento que se efectué en paralelo como control. Sin embargo,
al estudiar el efecto del antibiótico sobre células isogénicas resistentes gyrR3O) se observó
que la Mcciii? no producia fragmentación significativa del DNA en las mismas
condiciones.
En conclusión, tanto los resultados genéricos como los bioquímicos indican claramente
que la microcina B17 inhibe la replicación del DNA bloqueando la reacción de
ropoisomerización catalizada por la DNA giras. La microcina B17 al interactuar in vivo
con su diana intracelular, ya sea ésta, DNA girasa o el complejo guasa-DNA no inhibiría
cl cone de la doble cadena de DNA de la reacción de topoisomerización. pero bloquearía
las etapas siguientes. De ahí que el DNA aparezca extensamente fragmentado en bandas
discretas. Que dicha fragmentación requiere la DNA giran lo indican claramente los
experimentos descritos. En realidad, la microcina B17 no produjo ningún efecto sobre el
DNA ja. vino cuando se incubaron juntos, en ausencia de extractos de replicación.
Con el fin de analizar los posibles cambios estructurales introducidos por la mutación,
comparamos la estnacun secundaria de la región carboxilo-terminai de las proteínas GynB,
silvestre y mutante, que pueden predecirse aplicando los algoritmos de Gamier eta). (1978)
de Chou y Fasrnan. (1978). Ambos algoritmos predicen una afta probabilidad de
estructura a—hélice en el extremo carboxilo de la subunidad 3 (Figura 12). Concretamente.
cl algonsmo de Oaniier e: al. predice la existencia de estructuras a—hélice, alternadas con
giros ~, delante de la posición 751 y dos estructuras a—hélice consec»ttvas detrás de ella.
El algoritmo de Garruer er al. revela un cambio significativo en la estructura secundaras de
la proteína mutada (Figura 12). La sustitución del Tm,,5 por Mg provocaría un cambio
confonnacional en los aminoácidos adyacentes a la posición 751 dc OyrH que pasarían de
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Figura 12. Estructura secundan. de los 160 residuos finales del extremo carboxilo de la proteína
GyrB de Cxcii determinada según el algoritmo de Chou y Fasman. (t978} (CFl y el de Qasnier
el al.. (t97S> ~GORl.Al Estructura sectandaria deducida de la secuencia de antisteácidos de la
proteína sintetizad, por el alelo gyrB’; gí Estructura srcun¿aria deducida de la sec’atnca dr
aminoácidos de la proteína sintetizad, por el alelo gyrBlt>1. Las flechas indican la poSición del
residuo 751 de dyrB,
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una estructura giro ~, en la proteína silvestre, a una a—hélice, en la proteína mutante. Es
posible que la desaparición del giro ~qmotivada por el cambio Trp,,, —. Aig. pmvoqtzc una
distorsión en la disposición topológica de este conjunto de a—hélices, de manera que podría
afectaste la interacción putariva de la microcina Bu con la DNA giran. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que al aplicar el algoritmo de Chou y Pasman a esta región de GyrB,
no se predice ninguna diferencia entre las estructuras secundarías de la proteína mutante
y silvestre (Figura 1=).
Una alternativa a la interpretación anterior es la siguiente. El cambio Isp,,, —. Aig
provoca un cambio de la carga local de la región que podría afectar a la interacción
Mcciii? — DNA giran. La introducción del residuo básico Aig (cargado positivamente a
pH 7) podría repeler a la ¡nicrocina, cuyo único residuo cargado lo está positivamente, la
His~1 (Figura 13).
El bacteriófago 14 de Eco11 codifica su propia topoisomerasa fl. Esta está constituida
de tres subunidades p39. p
52 y páO. La proteina p52 es homóloga a GyrA de Ecoi y la
a GyrB (Huang, 1986(a): Huang, 1986(b)). Sin embargo la proteína p39 carece de la
región carboxilo—tern,inal de GynB de E.coli. El hecho dc que la replicación de 14 no sea
inhibida por la MccBl7 (resultados no mostrados) apunta a la importancia de la región
carboxílo de GvnB en la interacción con la MccBl7.
LI. El extremo carboxilo-renuinal deGyrB es esencial para la actividad DNA giras..
Diferentes datos indican que la región del extremo carboxilo de GyrB, constituida por
los 50 — 60 aminoácidos finales de la proteína, es esencial para la actividad topoisomerasa
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11.
En primer lugar, nosotros hemos demostrado aqul que la eliminación de esa reglón
(deleción ~.Pvul[)se traduce en la pérdida de la capacidad que tiene GyrB de complementar
una mutación girasa termosensible (DrBfrs)>. En segundo titear, la región presenta una
elevada homología en todas las topoisomerasas secuenciadas, excepto en la de 14, la cual,
como ya hemos dicho, carece de una secitencia hornologa a dicha región. Especificaniente.
una secuencia de cuatro residuos (K O L K), situada hacia el lado amino del W,,~, a una
distancia de 7 aminoácidos, está conservada en todas ellas, y otra de 9 aminoácidos (O L
W E T T M O P>, en donde W ocupa la posición 751 de OynB de Red, se conserva
ntegramente en Esehenchia coli. RecUlas sabrilis, Pseuáonzonas puÉda (Figura 13>. La
proxtroidad entre si de esas secuencias tan altamente conservadas sugiere que esa región
de la proteína es esencial para su itiocionalidad, Es posible que la región interactue
directamente con el DNA. con la subunidad A o con ambos.
El residuo Trp,,, está presente en todas las tópoisomerasas ¡1 bacterianas, excepto en
ParE. El hecho de que las dos mutaciones espontáneas de resistencia a microcina 317,
aisladas independientemente, consistan en el mismo cambio Trp,~ — Mg apoya también
la importancia de esta región para la funcionalidad biológica de GynE. En efecto, de las 9
posibles mutaciones puntuales del codón 751 (TGG) dos conducen a un codón de parada
dc la Inducción (TAO. VGA>, una genera Lcu (ETC), otra Ser (TCO), OUa 01v (CGO),
dos Cys (TGC, lOT) y, finalmente, otras dos Mg (AGG, CGO). Entre los siete posibles
cambios “missense’, se han seleccionado, en las dos mutaciones aisladas gyrR3OI y
gyrB3O2, uno de los dos que se traduce en Are, y no otros. Justamente son residuos de Aig
los que ocupan la misma posición en ParE y en la topoison~erasa II de Secchan,ntyces









































































































































































































































































posición, es también un aminoácido básico, en concreto la Lys (Figura 13). Es posible que
cualquiera de los otros cambios generados por la substitución de un par de bases conduzca
a la pérdida de funcionalidad de la proteina GyrB. La mutagénesis dirigida a la región
carboxilo—rern,inal de la subunidad B de la DNA guasa proporcionaia más información
sobre el papel de esta región de la proteina en la actividad biológica de la holoenzima DNA
guasa ~ sobre su interacción putativa con la MccBl7,
Es curioso que justo antes de estas secuencias tan altamente conservadas del extremo
carboxilo—terminal, las subunidades E de Ecoil ~ P.psdida contienen una larga secuencia
de aproximadamente 170 aminoácidos ausentes en todas las otras girasas y topoisornerasas
ji conocidas. Además, resulta también curioso que esas secuencias “supLementarías’
presenten homoda entre ellas. Puesto que la subunidad E de fisublilis puede combinarse
¡a. vito con la subunidad A de Ecolí y reconstituir todas las actividades de la girasa de
Ecolí (U,rher et al.. 1984), la cuestión del ongen y papel funcional de tal secuencia es un
rt,tStCtlO.
A continuación discutiremos los resultados de este trabajo que han permitido descubrir
un nuevo mecanismo de resistencia a cumarinas, y que han proporcionando información
adicional sobre la relación estructura— función en la DNA girasa.
¡LI. fin nuevo mecanismo de resistencia a etimarinas: [a titulación del antibiótico.
Esta aceptado de modo general que la inhibición competitiva de DNA guasa por
cumarinas se suprime mediante mutaciones en el gen urB. La subunidad rnutanre OyrE
perderta afinidad por el antibióricn. pero conscrvaña su capacidad de unir de modo eficiente
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ATP y, por consiguiente. generaría una molécula de DNA giras. fisiológicamente acriva
Apoya esta hipótesis el trabajo siguiente. El gen gyrB de SIrep0mycex sphaeroíáez, un
organismo productor de novobiocina, donado e introducido en una estirpe sensible de
Streptómyces Uvidans, confiere a esta última resistencia al antibiótico. Por cromatografía
de afinidad en columna de novobiocina-sepharosa, sc han purificado dos formas
enzisnáticas A,B de la actividad DNA girasa en extractos celulares de transformantes de
S.Uvidans sobreproductores de la subunidad B de Ssphceroides. Una de ellas que se fija
fuertemente a las columnas de novobiocina. eluye con tampones de elevada fuera. iónia
“ se caracteriza pox~ue es inhibida por concentraciones bajas de novobiocina (1,6 gg/ml)
(enzima sensible). 1. inhibición de la otra actividad, que se fija débilmente a la columna
(elu~e con tampones de baja fuera. iónica). requiere una concentración de antibiótico 100
veces superiores a la anterior (enzima resistente) (Thiara y Cundílife, 1988). Estos
resultados sugieren que el mecanismo de resistencia a novobiocina de S.sphaeroi&s
consiste en una pérdida de afinidad de la enzima por el antibiótico.
Nuestros resultados, mostrados en la Tabla 4, revelan que el aumento de la dosis g¿nica
del alelo silvestre ~rB(Couj de Ecolí confiere resistencia a coumermicina A, a estirpes
sensibles Cou~ Esta resistencia se conserva en diferentes derivados de deleción de 0rB’
que carecen del extremo 3 (derivados gyrfi(AFvU II) y gyrfi(ASa¡fl). Estos derivados
sintetizan polipéptidos estables GyrB de 749 aminoácidos y 500 aminoÁcidos,
respectivamente, constituidos por los residuos del extremo amino—terminal de la proteina
GvrB (804 aminoácidos). Sin embargo, el derivado gyrfi(ASIUI) que sintetiza también un
polipéptido estable portador de los 318 primeros aminoácidos de GvrB, no confiere
resistencia al antibiótico (Tabla 4). Por otro lado, ninguno de los derivados de deleción
homólogos 3’—áP.’uLl. 3—ASalí y 3—AStul. construidos a partir del alelo niutante
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r’rB(Cout) (rrB32tTi, confiere resistencia a coumerynicina A~ Estos resultados sugieren
que la resistencia conferida por el gen urB’, en alto número de copias, es debida a la
sobreproducción de proteína GyrH. que titularía la coumermicina A, intracelular.
Atendiendo a los resultados mosarados en la Tabla 4, podemos apreciar que las células
anutantes exhiben una resistencia alta a coumermicina A,. Sin embargo, células silvestres,
sobreproductoras del polipéptido GyrB mutado. son ocho veces menos resistentes, un valor
similar al obtenido con células sobreproductoras de OyrE silvestre. Este resultado,
aparentemente paradójico, puede ser explicado del siguiente modo. En células de Ecoi
sobreproductoras de GyrB murado, la mayona de los tetrámeros de DNA girasa deberán
contener dos subunidades B mutadas y por consiguiente, no deberían unir caumermicina
A.. l,os otros tetrianeros (10—20%>, contendrán al menos una subunidad silvestre y por
consiguiente, deberían ser susceptibles al antibiótico. Los tetrámeros no funcionales
(bloqueados por el antibiótico) competirían con los funcionales (resistentes al antibiótico)
para ocupar los sitios de unión de la DNA grasa al DNA cromosórnico, De este modo la
cantidad relativa de tetrámeros no funcionales, sensibles al antibiótico, en la célula debe ser
el factor determinante en la susceptibilidad celular a ceumermicina A,. Si uno, varios o
todos estos sitios deben ser inactivados para la inhibición del crecimiento celular requiere
otros estudios.
Apoyados en ios resultados descritos, proponemos un nuevo mecanismo de resistencia
a cutanrinas basado en la capacidad que tiene la subunidad GyrH de unir estos antibióticos.
La sobreproducción de polipéptidos que contienen el sitio silvestre de unión causaría la
ttrulación del antibiótico intracelular. En estas condiciones habría moléculas de DNA guasa.
no inhibidas por el antibiótico, que podoan unir Al? y, por consiguiente, desarrollar su
actividad flsiolóeica. Por cl contrario, la sobreproducción de polipéptidos truncados de la
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proteína muranre. al unir coumennicina A. con menor afinidad que los polipéptidos
silvestres, no producirían una disminución en la concentración intracelular del antibiótico
y. por lo tanto, no modificarían la susceptibilidad de las células al antibiótico.
Esta hipótesis está substanciada además por los dos hechos siguientes: a) El nivel de
resistencia al antibiótico depende tIc la dosis génica (Tabla 4>. b) las mutaciones que
confieren resistencia a coumermicina A, están situadas en la mitad amino—terminal de
CuS, es decir, en la región de la proteína implicada en eí secuestro de la coumermicina
A>
Las mutaciones Cou’ gyrfiflO y gyrB322 son debidas a una transversión OC —. TA
en la posición 407 del gen gyrfi que provoca la sustitución del codón CGC de la posición
36 por el codón CTC, es decir, el residuo Aig06 de la prowina GyrB silvestre cambia a
Leu en la mutante. La mutación gyrB32l es una transición CG — TA en la posición 406
que afecta al mismo codón 136 del gen ~‘rB. Esta mutación se traduce en el cambio del
resduo Ase,,, por uno de Cys.
TV. La mitad amino de GyrB se requiere y es suficiente para unir eoumermicina A,
y Al’?
El polipéptido que contiene los 500 residuos amino—terminales de GyrB (derivado
XSaJfl es aparentemente tan eficaz para secuestrar el antibiótico como la proteína completa
CvrB, Sin embargo. el polipéptido constituido por los 318 primeros residuos (derivado
AStul) no confiere ninguna resistencia a cnun,ern,icina A.. Este resultado sugiere que el
segmento polipeptidico comprendido entre el residuo 319 y el 500 (diana Salfl, o al menos
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parte de él, es necesario para la titulacion de la cumarina,
A este proposito, sería interesante conocer si la inserción del dipéptído Ala—Aig entre
los residuos 382 y 383 de OyrB afecta a la titulación de cumarinas (Figura 15). Esta
mutación que se aisló por su efecto compensatorio de la falta de actividad topoisomerasa
1, ha vino (Mcfachern y Fisher, 1989). En su día este efecto sc atribuyó a la alteración
espacial entre los dos dominios presumidos de G~’rB. Aqui se propone una interpretación
alternativa, a saber que la mutación puede a¡cctar a la unión del Al’?.
Por otra parte. el hecho deque el residuo afectado (Arg06) por las mutaciones Cou’ esté
situado 180 aminoácidos a la izquierda de la diana Stul. sugiere que una gran parte de la
matad amino de OsrB, sino toda ella, es necesaria para la correcta conformación estnactural
del sitio de unión de cumarinas.
Junto con la nurificación de la DNA cirasa. se ha aislado otra ropoisomerasa II (Topo
II) en Ecolí (Brown et al.. 1979; Oeilert u al.. 1919)). ata mopoisomerasa está constituida
dedos subunídades GyrA y dos copias de un polipéptido de 50,000 Da. denominado y. ESte
polipéptido es el fragmento carboxilo—íerroinal dc GyrB que comienza en la posición 394
(Adachi ej al., 1987) (Figura 15). La Topoisomerasa fi que carece de la actividad ATPasa.
puede relajar DNA superenrollado tanto nesaaiva como positivamente en un proceso
independiente de la hidrólisis de Al’?, pero es incapaz de superenrollar un sustrato relajado.
En tase a cstos hechos, se ha postulado a existencia de dos dominios funcionales
independientes en la subunidad GyrB (Brown eral., 1979: Adachi eta?., 1987). El dominio
carboxílo—tenninal <fragmento y, prcsenk no Vcoo II). con la capacidad de unixse a GetA
y de estimular la reacción de corle ~ resellado del DNA: y el dominio amino—terminal
<ausente en Topo II) capaz de unir posiblemente hidrolizar ATP. A partir de esta
hipótesis podían establecerse dos predicciones. it primen es que las mutaciones prB que
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confieren resistencia a agentes que atrapan la reacción de niptura y resellado de la actividad
DNA girasa. deberian localizarse dentro del dominio carboxilo—terminal. De hecho este es
cl caso de dos mutaciones de resistencia a quinolonas localizadas en gyrft (Yan,agishi e’
al., 1986) de Las dos mutaciones gyrB3O¡ gyrB3O2 estudiadas en este trabajo. U
segunda predicción es que las mutaciones que confieren resistencia a compuestos que
rnhibcn la unión del ATP a la subunidad B, tales como las mutaciones Cou, deberían
localizarse dentro del dominio amino—terminal. lo que ha sido demostrado en este trabajo.
Puesto que las cumarinas bloquean compeíieivaxnerne el acceso del Al’? a su sitio de unión
en la subunidad E (Susino ej al., 1978: Staudenbauer y Orr, 1981), todos nuestros
resultados sugieren fuertemente que el dominio amino de GyrB realmente contiene el sitio
de unión al nucícótido.
El hecho de que ¡res mutaciones Cou’ (¡y,8320, gyi’B321 y ur8322) que afectan a]
ammoacído Arg
1~ producen una alta resistencia a coumermicina A,. es decir una reducción
mportanae dc la afinidad por el antibiótico. :ndica que este residuo es esencial para la
unión de la coumermicina. Sin embargo. el residuo Argrn no parece estar implicado
directamente en la unión del Al’? ya que las células mutantes crecen normalmente, es decir
‘:ontíenen una DNA girasa acttva.
Recientemente se han donado y secuenciado el gen rril de Halóferax y el de un
mutanme resistente a novobiocmna. Br, la proteina mumante los residuos Asp~, Ser.~ y AtRu,
de la proteina silvestre son sustituidos por Gly. Thr e [lis, respectivamente. Las secuencias
le la mitad amino de las subunidades 8 dc procariotas (Ecoil, Bsubtuis, P.pwida y
Haloferaz> presentan un 65% de homologia (Figura 14) (Yamagishi ej al.,1986; Parales
se al., 1990; Holmes y Dyall—Smiíh, 1991). los tres residuos mutados en GyrE de
































































































































































































































138 en dicha proteina). Los residuos Ser,., ‘ Arg137 se conser”an en GyrB de E.coll
(pos¡c;ones 12t~ 136 dc esta proteina) vdefi.suMUb (posiciones 123 y 138) (Figura 14).
F’resutniblemente, el caznbio Aspe- — Gly en Ilaloferax no es esencial en la atribución del
fenotipo de resistencia a novobiocina, puesto que las proteínas GvrB silvestres de E.coii
B.subtzJÁs tienen íustarnentc el residuo de Gly en las posiciones correspondientes
(postciones SI y 53, respecrivarnenee). Puesto que el cambio Ser<~ - Thr es conservativo,
permanece como único cambio significativo el de Aig12, por Lbs, El Arg,,~ está consersado
ci todas las proteinas GvrB de procariotas conocidas. El hecho de que nuestros tres
nutantes Cou
1 resulten de la simple sustitución del residuo Mg
0, apunta a la importancia
<e esa Are en la interacción de la subunidad 8 con el antibiótico.
Independientemente otros acaban de demostrar que el polipéptido amino GyrB truncado
de 393 an,,noácidos poste actividad AT?asa sensible a novobiocina (Jackson eral., 1991).
Todos estos resultados indican que el extremo amino de GvrB constituye un dominio
lúncional independiente del resto de la proteína.
‘5. Sobre el sitIo de unión del Al’? a la DNA girasa.
Las topoisomerasas II de cucasiotas están constituidas por homodimeros dc una única
prote ma <Saerharornvees eere,’Lriae. Sckkosaccharomyces pontbe, fln~sop/si¿a
naelanoganer y Horno sapiensl ~Finura14) (Tsai—Pflugfelder eral., 1988; Wyckoff el al.,
I089). Lis realones amino dc estas son homologas a las subunidades B bacterianas y las
vettones carboxílo son hotnólonas a las subunidades GyrA. A pesar de estas homologías
corre cucarioras y procariocas no se ha lotrado denoficar de forma clara una secuencia de
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topoisomerasas analoca a las consensuadas para los sitios de unión a AT? (Walker eral..
1982: Chin eral.. 1988). Entre a cran lista de enzimas que requieren ATP, solamente las
DNA topoísotnerasas ti de cueariotas procanotas, y la DNA topoisomerasa 1 del vinis
actinia son inhibidas pot cianiannas a baja concenttac,ón <Botica y Franco, 1988). Puesto
que las curnarínas inhiben eonpetivan,ente la fijación de AT?, este hecho sugiere que estas
enzimas pueden tener un sitio de unión de Al? attptcn Por otra parte, debido a la parca
homolova entre la molécula de AP? y las cumarinas es posible que Al? y cumarinas se
unan a sitios diferentes de la subunídad B (Sucino era/.. 1978). En cualquier caso, hay que
notar que la reción adyacente del lado amino a Ain<, es posiblemente el mejor candidato
para cl sitio de fijación del AP? (Figura 14). En efecto, esta región. altamente consertada
en todas las topoisomerasas, es rica en fil”. una característica común de los sitios de
ñiacíón de Al? dc muchas proteínas (Walker a al.. 1982; Chin er al.. 1988). Se ha
postulado uue estas secuencias ricas en Civ fuocionan como lazos flexibles con capacidad
de promover cambios conformacinnales ove ¿bricen las interacciones de los residuos
cataliticos de la proteina con los wacos fosforilo del Xli. De hecho. se ha demostrado
mu’ recientemente que los residuos Lvs.>, Lys.0 de GyrB de Erad (Figura 14)
localizados dentro dc esta secuencía altamente conservada, son modificados especifícamente
por análogos de Al?, tales corno ci PLP—AMP (piriduxal 5’—difnsfato—5’—adenosína)
(Taveinra y Gellerí. 1990) (ver Ficura 14V
VI. Enructura—fianción de la DNA giran de Erad.
Nuestros resultados, junto con los de ortos. ucx,uesrrnn que la subunidad GyrB de Ecoll
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esta or~antzada en dos dominios estructurales independientes con entidad funcional (Figura
15). La reción amino <hasta el aminoácido 393) contiene el sitio(s) de fijación de A’!? ~
cumannas y se requiere para introducir y n,arnener el superenrollamiento negativo del
DNA, La mitad carboxilo de GvrB, desde el residuo 394 hasta el residuo C—termiraal.
contiene el sitio de unión a (NrA. Este domimo se requiere y es suficiente para la reacción
le ruptura ~ resellado del DNA. acoplada con GyrA.
Otros ínvcsttgadores han demostrado recientemente que la mitad amino de GyrA
(exactamente el fragmento amino de 64 kDa) es suficiente para catalizar la racción anterior
de ruptura resellado, en presencia de la subunidad GyrB (Reece y Maxwell. 1989). Según
estos autores el fra2mento restante estaría impiicado en la estabilidad del complejo DNA—
DNA gerasa.
Por consifuiente hasta eres dominios funciotiales independientes han sido definidos en
la DNA aunsa de Cedí hasta la fecha. Muy probablemente todas las topoisomerasas II






Figura 15. Estructura del pntip¿pudo GyrB E-cali y sigunta de ita divadoa taun~.d~. la números
indican residuos de arernoicados. La localización de las difennnes mutaciones caneanzadas basa. atoes sc
muestran en la parte superior de ti figura. Estas mduven: c~R301. confiere resistencia a nuaccina Bi7
(Mcc’, W. - Rl; noj-24 y nsj-JI. confines reíiatnaca a ácido nalidtrico (Nr’. D, — Ny 1<,., - E.
respecn~smeníe1 (Yamagiahi ej al., 1986V C~,, nutacion o,napcrasasoeia dc delaciones top.4 (duplicación de
n.a secdencia dc 6 ~ que codifican el dipéprido Ma—An en la postciétt 3521 (McEacbenr y Pulses, 19891:
y las mutaciones Cosi’ descritas en este trabajo (gyrBJ2O y yr8322, R,.—. L~ gyrB32I. R,. — C). Sc
mucatra ¡a secuencia dc aminoácidos de las regiones en donde sc localizan tas mlatseLnnca Cnt? ygyrB.301.
Las [celtasa~ialan la Arg de La posición ¡36 y el Trp de l~ posición 751. Los asteriscos indican residuos
canservados en las tINA Topoisotneraaas II cuyas secuencia sc conoce.
1 1 11 1
42 317 500 555 749
Boltt> 5011> 1 Sant Igní> AstIl>
6. CONCLUSIONES
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La microcina H17 es un péptido antibiótico cuyo efecto fisiolóden primario es la
inhibición de la síntesis de DNA. Esta inhibición conduce a la inducción del sistema SOS
de reparación de DNA. secuido de la detradación del DNA y muere celular. Con el
objetivo de profundizar en el conocimiento del modo de acción dc la mícrocina El? se
planteé inicialmente el trabajo que aquí se presenta. El desan-ollo del trabajo nos llevé a
interesamos en otras cuestiones relacionadas con la diana de la microcina Br?. es decir, la
subunídad E de la DNA girasa de Ecod.
Los hechos y conclusiones más importantes de este trabajo se resumen a continuación:
1. Dos mutantes resistentes a MccBl7 endógena y exógena han sido aislados por dos
procedimientos diferentes.
2. Experimentos de transduccíón con PI (inwiicando hasta cuatro marcadores genéticos)
nos permít,eron localizar ambas mutaciones en el minuto 84 del mapa genético de E-cotí.
a a izquierda del locus recF
3. Cionada la redón cromosómica del minuto 84 de las estirpes silvestre y enutantes se
&ieren-ninó mediante análisis genético (murantes de inserción y deleción y experimentos de
complenienración) que las mutaciones de resistencia afectaban al gen ~rB.
-4. Las mutaciones de resistencia a n,icrocína BE? gyrB3Ol y gyrfi.302 se localizaron
fisicanienre en el extremo 3 de ~yrB. construyendo genes híbridos y estudiando Sus
propiedades. La sccuenciaeión de esta región de los genes ~rfi revelé que ptA301 y
~vrB3O2consisten en el mismo cambio, una transición AT GC CtS la posición 2251
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del gen. lo que provoca la sustitución del residuo Trpn, por Aig en la proteína.
5. Se demostró itt vivo e itt vto que la microcina 817 en presencia de DNA girasa
sensible induce el corte de la doble cadena de DNA, mientras que en presencia de DNA
gerasa resistente el DNA permanecia intacto.
El conjunto de los resultados anteriores indica que la microcina 817 interactua con la
DNA girasa bloqueando el religamiento de los extremos del DNA previamente cortados en
la reacción de topoisomerización.
6. Se aislaron tres mutaciones resistentes a la counwrnúcina A~. Las tres afectaban a urB
las tres provocaron la sustitución del aminoacído Aig13. por otros, en dos casos por Lzu
cii el otro por Cys.
7. Se ha identificado un nuevo mecanismo de resistencia a cumarinas. Consiste éste en el
secuestro del antibiótico mediado por la sobreproducción de subunidades GyrB. El nivel
de resistencia depende de la dosis del gen arR.
8. Este nuevo e inusual mecanismo de resistencia es asegurado con eficacia normal por la
mitad amino de GvrB, cn ausencia del resto de la proteína, como lo confirma los resultados
descritos con genes truncados.
Nuestros resultados, junto con los de otros, establecen que la subunidad GyrB de Ecolí
esta corasricuida por dos dominios ñ.tncionalcs ¡odependientes: la mirad amino fija AIF y
cumarinas. siendo esencial para el superenollamienuo negativo del DNA que cataliza la
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